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Cette thèse rapporte l’étude de la biocompatibilité des nanoparticules (NPs) d’oxyde de fer 
(Fe3O4) superparamagnetiques candidates à une livraison ciblée des molécules thérapeutiques. 
Nous nous sommes tout spécialement attachés à étudier l’impact de  la composition de surface de 
ces NPs et l’adsorption des protéines à la surface de ces dernières sur les réponses cellulaires. 
Pour ce faire, nous avons tout d’abord examiné le potentiel toxique la magnétite avec divers 
fonctionnalisations : celle qui est préparée avec (1) une monocouche d'acide oléique 
(Fe3O4@OA), qui est ensuite converti en (2) une enveloppe de silane contenant une amine 
(Fe3O4@NH2), (3) un revêtement de silice (Fe3O4@SiO2), et (4) une enveloppe de silane 
contenant une amine sur un revêtement de silice (Fe3O4@SiO2@NH2). La présence de ces 
groupements à la surface des NPs a été confirmée par l’analyse XPS et la microscopie 
électronique à transmission (TEM).  
Nous avons pu prouver que le potentiel toxique des NPs est dose-dépendant et ainsi déterminer 
les doses biocompatibles pour chaque fonctionnalisation de surface.  L’observation au 
microscope de la morphologie des cellules exposées aux NPs, leur activité mitochondriale et 
proinflammatoire ont montré que, en plus des caractéristiques de surface, le milieu de culture 
cellulaire influence également la cytotoxicité des NPs.  Ces résultats montrent clairement que 
pour pouvoir utiliser nos NPs comme nanovecteur pharmaceutique de façon sécuritaire, nous 
devons contrôler la fonctionnalisation de surface et l’interaction dynamique entre la NP et le 
milieu physiologique dans lequel elle est suspendue.  
Pour comprendre l’interaction entre la NP et le milieu de culture, dans une première étape, nous 
avons utilisé trois milieux de culture différents à savoir : DMEM, F-12K et DMEM/F12 (voir 
annexe A) et la magnétite sans revêtement (Fe3O4). Ces milieux ont été enrichis soit avec le 
sérum bovin (voir annexe B) soit avec un sérum synthétique (SFMS). Nous avons prouvé la 
présence d’une couronne protéique (corona) sur les NPs suspendues dans les milieux de culture 
enrichis de sérum bovin. Nous avons également démontré que la formation du corona sur les 
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnetiques (SPIONs) dépend de la composition du 
milieu de culture et que le potentiel cytotoxique des NPs est influencé par l’interaction NP-
protéines. 
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Dans une deuxième étape, nous avons utilisé un seul milieu de culture (DMEM/F12) et la 
magnétite avec trois différentes compositions de surface : sans revêtement avec à la surface les 
groupements hydroxyles (OH) ; avec un groupement amine (NH2) à la surface et avec un 
groupement carboxylique (COOH) à la surface. Les résultats montrent que la composition du 
corona dépend de la composition de surface de la NP et les réponses cellulaires sont également 
différentes d’une surface à une autre. En fait, certaines protéines (par exemple l’albumine) sont 
adsorbées uniquement sur les revêtements chargés positivement (NH2), alors que d’autres (par 
exemple, le fibrinogène) sont adsorbées sur le revêtement chargé négativement (OH et COOH). 
La prolifération cellulaire est influencée par la chimie de surface et est dose-dépendante. Les 
SPIONs chargés avec les groupements carboxyliques sont les plus biocompatibles alors que 
celles sans revêtement, ayant les groupements hydroxyles à la surface, sont les plus cytotoxiques. 
En explorant les trois mécanismes possibles de cytotoxicité, à savoir la production des ions, des 
espèces réactives d’oxygène et l’adsorption des protéines, nous avons conclu que dans notre 
cas, l’adsorption des protéines était à l’origine de la cytotoxicité de nos NPs puisque le stress 
oxydant s’est avéré inexistant et les ions pas assez pour être détectés.  
Nous pouvons, à partir de ces résultats, établir une corrélation entre la composition chimique de 
surface, l’identité des protéines adsorbées et les réponses cellulaires. Mais il faut tenir compte de 
nombreux autres paramètres liés soit aux NPs comme la charge, l’agglomération, soit au milieu 




This thesis presents the study of the biocompatibility of nanoparticles (NPs) of iron oxide (Fe3O4) 
candidates for targeted delivery of therapeutic molecules. We especially devoted to study the 
impact of the surface composition of the NPs and protein adsorption at the surface thereof on the 
cellular responses. 
To do this, we first examined the toxic potential of magnetite with various functionalizations: one 
that is prepared with (1) a monolayer of oleic acid (Fe3O4@OA), which is then converted to (2) 
an envelope silane containing an amine (Fe3O4@NH2), (3) a coating of silica (Fe3O4@SiO2), and 
(4) an envelope containing a silane coating on amine silica (Fe3O4@SiO2@NH2). The presence of 
these groups at the surface of the NPs was confirmed by XPS and transmission electron 
microscopy (TEM) analysis. 
We were able to prove that the toxic potential of NPs is dose-dependent and we determine the 
biocompatible doses for each surface functionalization. Microscopic observation of the 
morphology of the cells exposed to NPs, and their proinflammatory and mitochondrial activity 
showed that, in addition to surface features, the cell culture medium also affect the cytotoxicity of 
the NPs. These results clearly show that in order to use our NPs as pharmaceutical nanocarrier 
safely, we need to control the surface functionalization and the dynamic interaction between the 
NP and the physiological environment in which it is suspended. 
To understand the interaction between the NP and the culture medium, as a first step, we used 
three different culture media namely: DMEM, F-12K and DMEM / F12 (see Appendix A) and 
uncoated magnetite (Fe3O4). These media were enriched with either fetal bovine serum (see 
Appendix B) or with a synthetic serum (SFMS). We have proved the presence of a protein corona 
on NPs suspended in culture media enriched with bovine serum. We also demonstrated that the 
formation of the corona depends on the composition of the culture medium and that the cytotoxic 
potential of the NPs is influenced by NP-protein interaction. 
In a second step, we used one culture medium (DMEM / F12) and the magnetite with three 
different surface compositions: uncoated SPIONs with hydroxyl groups (OH) on the surface; 
coated SPIONs with an amine group (NH2) on the surface and the last one with a carboxylic 
group (COOH) on the surface. The results show that the composition of the corona dependst on 
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the surface composition of the NP and cellular responses are also different from one surface to 
another. In fact, some proteins (e.g. albumin) are adsorbed on the coatings only positively 
charged (NH2), while others (e.g., fibrinogen) are adsorbed on the negatively charged coatings 
(OH and COOH). Cell proliferation is influenced by the surface chemistry and is dose-dependent. 
SPIONs coated with carboxylic groups are more biocompatible while those uncoated, having 
hydroxyl groups on the surface are the most cytotoxic. 
Exploring three possible mechanisms of cytotoxicity, i.e., the production of ions by the SPIONs 
in the culture media, reactive oxygen species and protein adsorption, we found that in our case, 
protein adsorption was behind the cytotoxicity of our NPs since oxidative stress have been 
proved non-existent and there are not enough ions in the culture media to be detected . 
From these results, we can make a first correlation between the chemical composition of the 
surface, the identity of the adsorbed proteins and cellular responses. But we must take into 
account many other parameters related either to the NPs such as the charge, the agglomeration 
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION 
La course à la réduction en taille des particules a été rêvée et initiée par Richard Feynman, à la 
fin des années 50 lors de son fameux discours : ‘There is plenty of room at the bottom’ 
(Feynman, 1959) laissant entrevoir un nouveau domaine de recherche. En effet, à l’échelle de 
quelques nanomètres, de nouvelles propriétés apparaissent et sont fortement exaltées. Bien 
qu’existant depuis les années 1980, les nanosciences et nanotechnologies ont pris un réel envol 
depuis le début du XXI eme siècle (Mnyusiwalla, Daar, & Singer, 2003; Mor, Shankar, Paulose, 
Varghese, & Grimes, 2006). Ces disciplines, véritables convergences entre la physique, la 
chimie, la biologie et l’ingénierie, étudient et mettent en pratique la conception et l’utilisation des 
nanoparticules (NPs) (Dujardin & Mann, 2002; Nirmal & Brus, 1999). 
Selon la National Science Foundation (NSF) américaine, le marché mondial des 
nanotechnologies, encore dans ses prémices en 2001, était déjà estimé à 40 milliards d'euros et 
les biens et services générés par l’engagement massif des budgets de recherche et développement 
pour l’accélération de l’innovation pourraient représenter jusqu’à mille milliards de dollars 
chaque année entre 2010 et 2015.  On  retrouve  actuellement les NPs dans les domaines de 
l'électronique, la construction, les cosmétiques,  la protection de l’environnement, la médecine 
etc. (Kruis, Fissan, & Peled, 1998; Zhang, W. X., 2003).  Du point de vue biologique et médical, 
le principal intérêt pour les NPs provient du fait qu'elles sont assez petites pour interagir avec les 
cellules et les tissus; elles peuvent potentiellement atteindre des cibles inaccessibles auparavant et 
franchir les barrières physiologiques. C’est ainsi que l’utilisation des NPs permettra d’améliorer 
la détection précoce et le traitement de nombreuses pathologies (infections, cancers, maladies 
auto-immunes, etc.). L'exposition aux  NPs dans le cadre de la nano-médecine implique leur 
ingestion, inhalation ou injection délibérée et directe dans le corps. Il est donc important de 
s'assurer qu’elles ne causent pas des dommages. Malgré les énormes progrès dans le domaine des 
nanosciences, très peu de choses sont connues sur  les mécanismes détaillés d’interaction entre 
les dispositifs à l’échelle nanométrique (les nano-dispositifs) et le système biologique. Il semble 
évident, selon certaines études (Cedervall, Lynch, Foy, et al., 2007; Mahmoudi, Sant, Wang, 
Laurent, & Sen, 2011), que les réponses biologiques en présence des nano-biomatériaux résultent 
des interactions complexes. Ces dernières dépendent principalement des propriétés physico-
chimiques de la surface de ces  NPs,  de la composition du milieu biologique et d’un phénomène 
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d'adsorption des biomolécules, principalement les protéines, à la surface de ces NPs qui forme 
une couche appelée « corona » ou couronne protéique. Les études qualitatives et quantitatives de 
ce  «corona » sont encore rares (Rocker, Potzl, Zhang, Parak, & Nienhaus, 2009). De ce fait, la 
corrélation entre les propriétés physico-chimiques des NPs et l’identité des protéines adsorbées, 
modulant par la suite la réponse cellulaire est toujours méconnue. Des études détaillées de la 
manière dont ces propriétés régissent le revêtement biologique des NPs avec les biomolécules 
sont nécessaires pour comprendre comment ces interactions peuvent être contrôlées, afin que le 
potentiel des NPs puisse être pleinement exploitées et utilisées de manière  sécuritaire (Colvin, 
2003). 
Ce projet de doctorat fait partie d’un plus large projet dont l’objectif principal est de développer 
des nano-vecteurs magnétiques capables de mener des substances thérapeutiques, tels que le 
monoxyde d’azote (NO) jusqu’à la paroi alvéolaire. Pour cela, il faut fonctionnaliser la surface 
des NPs superpararmagnétiques (magnétite - Fe3O4), y accrocher les molécules de NO et les 
insérer dans des microsphères polymériques de chitosane. Après inhalation de ces complexes 
NPs- NO- chitosane, grâce à la température et au pH local, la biodégradation du chitosane 
permettra la libération contrôlée du gaz NO dans les quantités nécessaires et à des doses 
sécuritaires. Le volet qui nous concerne dans ce travail est d’évaluer la biocompatibilité des NPs 
à chaque étape de leur fonctionnalisation. Le terme biocompatibilité étant très large, notre 
objectif spécifique est de trouver une corrélation entre les réactions cellulaires et  la variation des 
caractéristiques de surface des NPs en interaction avec le milieu biologique. Nous détaillerons le 
rôle que joue le revêtement de surface de ces nanoparticules dans leur comportement dans des 
milieux physiologiques : les critères optimaux de revêtement de surface seront mis en lumière. 
Nous nous intéresserons ensuite à la biocompatibilité de ces nanoparticules magnétiques en nous 
focalisant sur leurs impacts sur les réponses cellulaires. Après avoir décrit les principaux facteurs 
qui influencent leur potentiel toxique tel que la charge, l’adsorption des protéines, le revêtement 
de surface etc., nous présenterons les mécanismes de toxicité à envisager pour un contrôle de la  
biocompatibilité essentiel pour une application biomédicale. 
Cette thèse se divise en cinq grands chapitres. Dans le premier chapitre, sont présentées une revue 
de la littérature, suivie de notre hypothèse et l’approche que nous avons choisie pour résoudre la 
problématique. Cette approche inclut l’identification des paramètres biologiques, liés aux milieux 
de culture, et les caractéristiques des protéines adsorbées à la surface des NPs qui influencent la 
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biocompatibilité via des modifications de surface afin d’établir les corrélations entre les 
caractéristiques des protéines adsorbées et les réponses cellulaires.   
Les trois chapitres suivants (III, IV et V) sont consacrés aux résultats et présentent trois articles 
publiés dans trois journaux différents. Ma contribution dans chaque article est d’au moins 75% 
du travail  et couvre la revue de la littérature, les expérimentations au laboratoire, les analyses des 
données, la rédaction de ces articles et leur soumission. Le premier article concerne le premier 
objectif qui est d’optimiser le potentiel cytocompatible des SPIONs. Ce premier article, inséré 
dans le chapitre III, présente les méthodes de modification de surface de la magnétite, une 
technique de fonctionnalisation pour une monocouche et une autre méthode pour une double 
couche ainsi que la caractérisation des surfaces modifiées. L'activité de ces NPs et leur 
biocompatibilité sont aussi évaluées grâce à des essais de viabilité et prolifération cellulaire et des 
essais d’évaluation des cytokines par le test ELISA. Dans cet article, il est démontré que l'activité 
biologique des NPs est influencée par le revêtement de surface plus que le noyau de la NP de 
manière dose/dépendante. Le temps d’exposition est également important. 
Le second article, présenté au chapitre IV, vise à identifier les protéines qui forment le corona en 
fonction de la composition du milieu de culture via plusieurs techniques telles que la 
spectroscopie infrarouge FTIR, la diffusion dynamique de lumière (DLS)  et une spectrométrie de 
masse couplant une source d'ionisation laser assistée par une matrice (MALDI-TOF). Nous avons 
démontré que la composition du milieu de culture cellulaire influence la composition du corona 
et sa dynamique. Cette couronne protéique influence l’état de dispersion des NPs et de ce fait la 
réponse cellulaire. 
Le troisième article est inséré au chapitre V et porte sur le dernier objectif de la thèse soient les 
corrélations entre les caractéristiques des protéines adsorbées et la biocompatibilité. Il présente 
les résultats de l'évaluation in vitro du potentiel cytocompatible de différents revêtements de la 
magnétite après adsorption de protéines identifiées et quantifiées.    
Enfin une discussion générale est présentée, suivie d’une section réservée aux conclusions 




CHAPITRE 2 REVUE DE LA LITTERATURE SUR LA 
BIOCOMPATIBILITÉ DES NANOPARTICULES 
2.1 Nanomatériaux 
Les nanomatériaux sont des matériaux naturels, formé accidentellement ou manufacturés 
contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou d’agglomérat, dont au moins 50 % des 
particules, dans la répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions 
externes se situant entre 1 nm et 100 nm. Il existe deux méthodes de fabrication des nano-objets. 
Une méthode dite « ascendante » (ou bottom up) : Cette méthode permet l’assemblage ou le 
positionnement d’atomes ou de molécules de façon précise permettant ainsi la fabrication de 
matériaux dont la structure est parfaitement maitrisée. Cette méthode fait appel à des procédés 
d’élaboration principalement physiques et chimiques. La seconde méthode est dite « descendante 
» (ou top down) : Elle consiste à miniaturiser les systèmes actuels. Les structures sont ainsi 
graduellement sous dimensionnées jusqu’à atteindre des proportions nanométriques. Cette 
méthode fait appel à des procédés principalement mécaniques par exemple les broyeurs à bille 
(Lemine et al., 2011). En raison de leurs propriétés spécifiques, les nanomatériaux trouvent de 
nombreuses applications dans des domaines  variés.  Certaines des applications les plus 
importantes sont dans les industries de catalyse, de revêtement de surface, du textile, du stockage 
de données, de l'électronique, de la biotechnologie, des soins de santé, du biomédical et les 
industries chimique et pharmaceutique. 
Dans le domaine biomédical, son potentiel est énorme en raison de l'échelle comparable entre les 
nanomatériaux et les matériaux biologiques, par exemple, les anticorps et les protéines. Ceci 
facilite l'utilisation de ces nanomatériaux pour des applications biologiques et médicales jusque-
là inconnues. Par souci de simplicité, les nanomatériaux ont été divisés en 11 catégories en 
fonction de leur forme et leurs caractéristiques physiques. Ce sont des nanoparticules, nanofils, 
nanotubes, nanocubes, nanocanaux, nanofilms, des dendrimères, des micelles et des liposomes. 
Chacune de ces catégories est subdivisée sur la base de la nature chimique du nanomatériau, à 
savoir les métaux, les oxydes métalliques, les polymères, les composites, les nanomatériaux 
biologiques et les matériaux à base de carbone. 
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2.1.1 Nanomatériaux pour des applications médicales 
Les applications des nanomatériaux en médecine sont le diagnostic médical, le traitement, la 
fabrication des dispositifs médicaux et l'ingénierie tissulaire. Les nanoparticules (NPs) sphériques 
sont, de loin, les plus largement développées et utilisées pour ces applications médicales. Celles-
ci peuvent être classées dans les métaux, les oxydes métalliques, les céramiques, les  polymères, 
le carbone, les alliages, les composites, les nanoparticules biologiques et les nanoparticules avec 
revêtement. Parmi les NPs métalliques, les matériaux les plus importants sont l'or (Au), l'argent 
(Ag), le cuivre (Cu), le fer (Fe), le cobalt (Co), le nickel (Ni), la platine (Pt), le palladium (Pd) et 
le rhodium (Rh) (Krishna, Li, Li, & Kumar, 2013). Toutefois, les applications biomédicales des 
nanomatériaux magnétiques monométalliques, par exemple, Fe, Co et Ni n'ont pas été explorées 
en raison de leur sensibilités à l'oxydation ainsi que leur toxicité, même si elles présentent des 
propriétés magnétiques meilleurs que celles de l'oxyde de fer bien étudié. 
2.1.2 Nanoparticules d’oxyde métallique : l’oxyde de fer 
Parmi les nanoparticules d’oxyde métallique, les plus courantes sont : les oxydes de titane (TiO2), 
les oxydes de fer (α-Fe2O3, γ-Fe2O3 et Fe3O4), les oxydes de zinc (ZnO), les oxydes d’aluminium 
(Al2O3) et la silice (SiO2) pour ne citer que ceux-là. Nous nous intéresserons plus 
particulièrement dans cette thèse aux nanoparticules d’oxyde de fer (γ-Fe3O4) fonctionnalisées.  
Des nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétiques (SPIONs) sont de petites particules 
synthétiques γ-Fe2O3 ou Fe3O4 avec un noyau de taille < 10 nm et un revêtement organique ou 
inorganique. Le terme '' superparamagnétisme '' est utilisé pour faire une analogie entre le 
comportement d'un atome paramagnétique ayant un  moment magnétique faible et celui d'une 
particule magnétique de taille nanométrique ayant un plus grand moment magnétique qui 
provient de la synergie de plusieurs rotations atomiques (Schutt et al., 1997). En l’absence de 
champ magnétique, les SPIONs ne montrent pas d’interaction magnétique parce que l’énergie 
magnétique d’interaction est inférieure à de l’énergie ambiante, kT; ceci constitue une 
caractéristique essentielle pour leur application biomedicale (Meza, 1997; Neuberger, Schopf, 
Hofmann, Hofmann, & von Rechenberg, 2005). La magnétisation superparamagnétique, par 
rapport aux matériaux paramagnétiques normaux, est beaucoup plus élevée et peut atteindre la 
saturation de magnétisation de l'oxyde de fer ferromagnétique. Ce comportement permet le suivi 
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de ces particules dans un gradient de champ magnétique, sans perdre l'avantage d'une suspension 
colloïdale stable. En outre, l'application d'un champ magnétique alternatif, le chauffage des 
particules sur la base du mécanisme de relaxation de Néel peut être observé (Neuberger et al., 
2005). 
Les NPs d'oxyde de fer sont les plus largement étudiées parmi les nanomatériaux magnétiques, 
car elles sont considérées comme étant biocompatibles, biodégradables, et s'avèrent très 
prometteuses pour plusieurs applications médicales.  
En tant qu'agents de contraste en imagerie par résonance magnétique (IRM), les NPs d'oxyde de 
fer superparamagnétiques (SPIONs) sont mises au point pour le diagnostic des tumeurs et des 
micrométastases (Fukuda et al., 2006; Hu et al., 2006; Zhang, C. F. et al., 2007), l'imagerie du 
tractus gastro-intestinal (Herrmann et al., 2005), du foie  (Kim, M. J. et al., 2003; Reimer & 
Balzer, 2003), de la rate (Storm, Abbitt, Allen, & Ros, 1992), de la plaque d'athérosclérose (von 
zur Muhlen et al., 2007; Yancy et al., 2005), du rein (O. Hauger et al., 2004), de l'angiogenèse 
(Kang, Josephson, Petrovsky, Weissleder, & Bogdanov, 2002), de l'apoptose (Zhao, M., 
Beauregard, Loizou, Davletov, & Brindle, 2001), de l'expression de certains gènes (Weissleder et 
al., 2000), des cellules souches embryonnaires (Tallheden et al., 2006) et la signalisation 
biomoléculaire (Atanasijevic, Shusteff, Fam, & Jasanoff, 2006). 
L’utilisation des NPs d'oxyde de fer dans le traitement médical est également étudiée. Les 
premiers essais cliniques utilisant des NPs d'oxyde de fer pour le ciblage de médicaments ont été 
signalés en 2001 (Yong, 2005). Les NPs fonctionnalisées (PVA- SPIONs)  sont des nanovecteurs 
de médicaments potentiels pour une livraison au cerveau pour le traitement de maladies 
neurodégénératives en générales (Cengelli et al., 2006) et dans les tumeurs malignes, en 
particulier (Gutin, 2002; Reddy et al., 2006). Une nanosonde multifonctionnelle capable de cibler 
des cellules de gliome, détectables par l'IRM et par microscopie à fluorescence, a également été 
étudiée en 2005 (Veiseh et al., 2005). Des cellules souches mésenchymateuses marquées 
magnétiquement avec les SPIONs ont été ciblées sur des sites d'intérêt ouvrant ainsi la possibilité 
de livraison in vivo des cellules souches (Arbab et al., 2004). L'application la plus importante des 
SPIONs en thérapie est l’hyperthermie. L'hyperthermie est une procédure thérapeutique utilisée 
pour augmenter la température d'une région du corps atteinte par une tumeur maligne ou d'autres 
tumeurs. Le raisonnement est basé sur l'effet de la destruction des cellules à des températures 
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supérieures à 41-42 °C. Des NPs d'oxyde de fer ont été largement étudiées pour le traitement de 
divers types de cancers en utilisant leur capacité hyperthermique sous des champs magnétiques 
alternatif (Hoopes et al., 2007; Kettering et al., 2007). Un certain nombre d'approches sont 
utilisées pour leur biofonctionnalisation à l'égard de leurs applications médicales (Gupta, A. K. & 
Gupta, 2005b; Gupta, A. K., Naregalkar, Vaidya, & Gupta, 2007). 
2.1.3 Nanoparticules fonctionnalisées 
Le revêtement de surface, encore appelé fonctionnalisation, par des molécules organiques joue 
trois principaux rôles : (i) stabiliser les nanoparticules en suspension dans les milieux biologiques 
avec un pH d'environ 7,4 et une concentration élevée de sel, (ii) fournir des groupes fonctionnels 
à la surface pour des interactions contrôlées, et enfin (iii) éviter l’élimination immédiate par le 
système réticuloendothélial (RES) (Zhu et al., 2009). 
2.1.4 Paramètres physico-chimiques déterminant l’interaction particule – 
cellule 
Les nanoparticules se situent à une échelle moléculaire comprise entre celle d’une molécule 
d’ADN de 2.5 nm de large et celle d’un globule rouge humain de 800 nm de diamètre. Cette taille 
leur permet d’interagir facilement avec les composants biologiques. Cette propriété est très 
étudiée en pharmacologie car elle permet d’utiliser les NPs comme vecteurs de médicaments vers 
des cellules cibles. Les effets de certains paramètres physico-chimiques sur l’interaction NPs / 
milieu physiologique et sur leur devenir intracellulaire ont été étudiés pour un grand nombre de 
systèmes. Les résultats les plus significatifs sont les suivants. 
2.1.4.1 Effet de la taille des nanoparticules et leur biodistribution 
L’effet de la taille des particules sur leur devenir dans un milieu physiologique est un thème de 
recherche des plus importants du fait de ses implications dans la libération contrôlée de 
médicaments et dans la toxicité associée aux NPs (Unfried et al., 2007). Plusieurs propriétés 
importantes des particules sont associées à la taille de la particule : l’état d’agglomération, 
l’internalisation, le temps de circulation, le ciblage et la clairance (Kohane, 2007; Singh, M., 
Chakrapani, & O'Hagon, 2007). Le diamètre de particule détermine leur transport et leur 
adhésion dans les voies aériennes, gastro-intestinales et les capillaires sanguins (Goldsmith & 
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Turitto, 1986; Shinde Patil, Campbell, Yun, Slack, & Goetz, 2001). Le dépôt des NPs dans 
l’appareil respiratoire se fait essentiellement par diffusion (Witschger & Fabries, 2005). La 
localisation de ce dépôt dépend de la taille, de la forme et de l’état d’agglomération des 
particules. Ainsi dans le cas de particules sphériques non agglomérées, la densité du dépôt en 
fonction de leur taille a pu être modélisée dans les différentes régions du tractus respiratoire : la 
région extra-thoracique (incluant la bouche, le nez, le larynx et le pharynx), l’arbre trachéo-
bronchique (qui s’étend de la trachée aux bronches) et la région alvéolaire (constituée des 
bronchioles terminales et des alvéoles). Selon ce modèle, les nanoparticules comprises entre 5 et 
100 nm de diamètre se déposent essentiellement dans la région alvéolaire. Suite au dépôt dans les 
voies respiratoires, l’organisme peut mettre en œuvre différents mécanismes de clairance des 
nanoparticules en fonction de leur localisation, mais aussi de leur taille et de leur nature (Buzea, 
Pacheco, & Robbie, 2007; Yang, W., Peters, & Williams, 2008). L’escalier mucociliaire est le 
principal mécanisme mis en jeu pour éliminer les particules des régions extra-thoracique et 
trachéo-bronchique : le mouvement des cils emmène le mucus contenant les particules piégées 
jusqu’au pharynx où il sera éliminé dans le tractus intestinal. C’est une élimination rapide (la plus 
grande partie en 24h dans la région trachéo-bronchique) en particulier pour les particules 
ultrafines déposées (Kreyling & Scheuch, 2000). 
Pour un ciblage cellulaire à travers le systeme sanguin, Longmire et al. et bien d’autres ont publié 
que pour éviter l'élimination par des organes de clairance (le foie, les reins, la rate), la taille 
hydrodynamique des NPs (taille combinée du noyau et du revêtement) doit rester faible 
(Longmire, Choyke, & Kobayashi, 2008). En fait, le RES élimine rapidement des particules 
supérieures à 100 nm. En outre, la membrane basale des reins présente des pores d'environ 10 
nm, de sorte que des particules plus grandes sont filtrées hors du sang. Les SPIONs avec des 
tailles hydrodynamiques entre 10 et 100 nm montrent une plus grande opportunité d'interagir 
spécifiquement avec les cellules cibles (Longmire et al., 2008).  
Limbach et al. ont étudié l’effet de la taille des particules sur l’internalisation de particules 
d’oxyde de cérium par des fibroblastes du poumon (Limbach et al., 2005). Leurs résultats ont 
montré que la taille des particules était le paramètre déterminant majoritairement la quantité 
internalisée devant la concentration et l’aire spécifique des particules. Les auteurs ont montré que 
les particules de tailles inférieures à 50 nm s’aggloméraient très vite alors que les particules de 
200 nm étaient plus stables dans le milieu de culture. Cette instabilité des particules de petite 
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taille serait à l’origine, selon les auteurs, de l’internalisation élevée des particules de taille 
inférieure à 50 nm, comparativement à celles de taille de l’ordre de 200 nm.  
Il existe de nombreuses techniques d'analyse qui ont été employées pour mesurer la taille et la 
distribution de la taille des NPs, telles que la diffusion dynamique de la lumière (DLS) (Lim, 
Yeap, Che, & Low, 2013) largement utilisée pour la mesure de la taille hydrodynamique, la 
microscopie électronique à transmission (TEM) (Chatterjee, Haik, & Chen, 2003), la mesure 
thermomagnétique (DiPietro et al., 2010), la microscopie en champ sombre (Lim, Eggeman, 
Lanni, Tilton, & Majetich, 2008; Lim et al., 2011), la microscopie à force atomique (AFM) 
(Silva, Lacava, Buske, Morais, & Azevedo, 2004), et la mesure par spectrométrie acoustique 
(Dukhin & Goetz, 1996). TEM est l'un des outils d'analyse le plus puissant disponible qui peut 
donner des informations structurelles et la taille directe de la NP. Grâce à l'utilisation de 
longueurs d'onde courtes, réalisables par des électrons fortement accélérés, il est possible 
d'étudier la structure de la NP jusqu'au niveau atomique. 
2.1.4.2 Effet de la forme des particules 
L’effet de la forme des NPs sur leur interaction et internalisation par des cellules macrophagiques 
a été rapporté pour des NPs de polystyrène micrométriques (Champion & Mitragotri, 2006). La 
vitesse de phagocytose de particules non sphériques, mais à symétrie cylindrique est déterminée 
par l’angle tangentiel au point de contact entre la paroi cellulaire et l’axe principal de révolution 
de la particule. Pour des angles inférieurs à 60 degrés, les particules sont internalisées 
indépendamment de leur forme alors que pour des angles supérieurs à 60 degrés la cellule s’étale 
sur la particule sans l’internaliser. Ce résultat montre que c’est la géométrie locale de la particule 
qui en structurant le réseau d’actine cellulaire détermine si la cellule s’étale sur la particule ou si 
elle l’internalise micrométriquement (Champion & Mitragotri, 2006). 
Muro et al. (Muro et al., 2008) ont étudié l’effet de la forme du vecteur (sphérique ou discoïdale) 
sur son internalisation par les cellules endothéliales in vivo et in vitro. Dans cette étude, 
l’endothélium était ciblé en fonctionnalisant les particules avec un anticorps anti-ICAM qui sont 
des anticorps capables de se lier à la molécule d'adhérence intercellulaire (ICAM en anglais - 
Intercellular adhesion molecule). In vivo, les vecteurs sphériques de taille micrométrique sont 
rapidement éliminés du flux sanguin (en moins de 30 min) alors que les particules 
submicrométriques circulent plus longtemps. Les vecteurs discoïdaux résident plus longtemps 
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dans le flux sanguin que leurs homologues sphériques et s’accumulent fortement dans les 
poumons. In vitro, les vecteurs sphériques micrométriques sont internalisés plus rapidement que 
les discoïdaux. Decuzzi et al ont montré que l’effet de la géométrie du vecteur sur sa capacité 
d’internalisation pouvait être expliqué par un modèle mécanique simple prenant en compte 
l’énergie d’interaction cellule - particule (déterminée par le nombre de sites d’adhésion ligand-
récepteur) et l’énergie de déformation de la membrane cellulaire (dont la contribution la plus 
importante est l’énergie de flexion) (Decuzzi & Ferrari, 2008). Pour des particules cylindriques, 
les auteurs ont démontré que le paramètre d’asymétrie des particules (le ratio longueur sur 
largeur) permet de prédire s’il y a internalisation ou pas. 
Huang et al. (Kumar, 2000) ont montré que la modification de la forme de NPs poreuses de silice, 
sans changer les autres caractéristiques telles que la composition chimique, la chimie de surface 
et de diamètre, produit des résultats différents en ce qui concerne l'internalisation cellulaire et la 
modulation de la fonction cellulaire. Par conséquent, en forme de tige, ces NPs ont montré 
l’internalisation cellulaire accrue et donc un plus grand effet sur l'apoptose, la migration et la 
perturbation de l'organisation du cytosquelette (Kumar, 2000). Ces études pourraient avoir des 
implications importantes pour la conception de systèmes d'administration de médicaments 
efficaces et sûrs. 
2.1.4.3 Effet de la charge de surface 
Le potentiel zêta (ζ) représente la charge de surface que la particule acquiert grâce aux ions qui 
l’entourent quand elle est en solution. En général, une particule est chargée négativement ou 
positivement et une couche contre-ions l’entoure. En s’éloignant, dans une couche diffuse, le 
potentiel varie pour atteindre la neutralité dans la masse de la solution. Il peut être 
qualitativement décrit comme la nature et le comportement des groupements de surface dans une 
solution à un certain pH, en présence d'un électrolyte. Sur le plan quantitatif, il peut être mesuré 
comme un potentiel électrique au niveau du diamètre hydrodynamique de la particule en 
suspension. Un potentiel zêta élevé (+ ou -) est la valeur d'une indication de la stabilité de la 
dispersion des NPs en raison de l'interaction électrostatique. Ainsi, on considère qu’une 
suspension est stable lorsque son ζ  >│30│mV. A l’inverse, au fur et à mesure qu’il diminue en 
valeur absolue, les particules deviennent de moins en moins chargées et peuvent donc 
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s’approcher les unes des autres plus étroitement. Cela accroît les probabilités de collision et a 
donc pour conséquence une perte de stabilité. 
Les nanoparticules peuvent présenter des charges de surface variables, avec des conséquences 
pour les effets biologiques qu'ils induisent. C’est un facteur affectant aussi bien l’interaction avec 
le milieu physiologique que l’interaction avec les cellules. 
La surface des cellules est chargée négativement; ceci est dû entre autre à la présence des 
protéines protéoglycanes héparan sulfate de charge négative. Les particules positivement 
chargées auront donc une plus forte affinité pour la membrane cellulaire que leurs homologues 
neutres ou négativement chargées. Cependant, les résultats concernant l'influence de la charge 
des NPs sur leur cytotoxicité sont controversés et pas encore totalement clarifiés (Verma & 
Stellacci, 2010). Par exemple, les NPs d’or (Au) positivement et négativement chargées affichent 
une toxicité à des concentrations d'au moins 2,5 fois plus faible que les NP neutres (Schaeublin et 
al., 2011). Calero et al. ont fait une analyse sur la biocompatibilité et l'accumulation des 
nanoparticules d'oxyde de fer avec trois revêtements différents: aminodextrane (AD), 3-
aminopropyltriéthoxysilane (APS) et de l'acide dimercaptosuccinique (DMSA), qui conduisent 
des particules de charge différente, sur les cellules HeLa. Cette étude a montré que les particules 
revêtues d’APS, qui sont chargés positivement, sont beaucoup plus internalisées que celles 
revêtues de DMSA et d’AD par les cellules HeLa (Calero et al., 2014). Kenzaoui et al. ont 
rapporté que SPIONs revêtues de polyvinylamine, chargées positivement, ont été accumulés 
beaucoup plus efficacement que les SPIONs revêtues d'acide oléique chargées, négativement, 
dans deux lignées de cellules du côlon humain (Kenzaoui, Vila, Miquel, Cengelli, & Juillerat-
Jeanneret, 2012). Cet effet a été  attribué à la charge, plutôt qu’aux groupements chimiques 
présents, malgré le fait que ces deux facteurs agissent simultanément. Le mécanisme 
d’internalisation des nanoparticules est aussi affecté par la charge des nanoparticules. Par 
exemple, les dendrimères positivement chargés et neutres sont internalisés par les cellules 
épithéliales du poumon par une voie autre que cavéolaire ou clathrine dépendante alors que les 
dendrimères anioniques pénètrent dans les cellules par la voie cavéolaire (Perumal, Inapagolla, 
Kannan, & Kannan, 2008). 
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2.1.4.4 Effet de l’état de dispersion des particules 
L'état de dispersion des NPs se réfère au nombre de particules isolées dans un milieu de 
suspension par rapport aux agglomérées. Plusieurs propriétés environnementales telles que le pH 
ou la concentration des composants moléculaires peuvent influencer la dispersion. Les 
agglomérats peuvent être formés directement à partir de forces attractives entre les particules (par 
exemple, forces de Van der Waals et interactions hydrophobes) ou par l'intermédiaire des liaisons 
des molécules adsorbées (par exemple, des protéines, des polysaccharides, des polymères). 
L'agglomération affecte considérablement de nombreux aspects des interactions NPs-cellules. 
Müller et al ont montré que l’internalisation extensive et la cytotoxicité dose-dépendante des NPs 
d'hydroxyapatite exposées aux  macrophages humains résultent de la formation de larges 
agglomérats dans un milieu physiologique. L'ajout d’un agent dispersant (dans ce cas le Darvan 
7) réduit considérablement la taille moyenne d'agglomérat, la quantité des nanoparticules 
internalisées et de manière concomitante la cytotoxicité (Muller et al., 2014). Dans le même ordre 
d’idée, Limbach et ses collaborateurs ont montré que les NPs d'oxydes s’agglomèrent une fois 
suspendues dans un milieu de culture à moins qu’elles soient fonctionnalisées et que 
l’internalisation de NPs non agglomérées simples, devient donc très improbable pour celles qui 
ont moins de 50 nm (Limbach et al., 2005). 
L'état de dispersion des NPs est l'une des caractéristiques les plus importantes d’une suspension 
de NPs, mais elle est l’une des plus difficiles à quantifier. En comparant les changements dans la 
distribution de taille de particules d’une dispersion "idéale", une évaluation qualitative du degré 
d'agglomération peut être effectuée. Les mesures de la distribution de la taille sont possibles dans 
les fluides biologiques simulées, mais il y a peu de techniques disponibles pour mesurer 
directement la taille des agglomérats dans les cellules ou les tissus vivants. La microscopie post-
mortem est la technique principale de l'évaluation qualitative de l'état de dispersion in vivo. 
2.1.4.5 Effet de la composition chimique et les modifications de surface  
Sur les aspects chimiques, des modifications chimiques de surface ont un impact significatif sur 
la cytotoxicité des SPIONs. Tel qu’indiqué auparavant, les groupements surfaciques influencent 
la charge. Par exemple, le potentiel cytotoxique et génotoxique des SPIONs revêtues avec 
différents groupes fonctionnels hydroxyl (-OH), carboxylique (-COOH) et amine (-NH2), 
exposées aux fibroblastes L-929, diffèrent. 
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Les NPs chargées positivement ont montré une génotoxicité dose-dépendante sur les cellules 
tandis que les NPs nues et celles avec un revêtement hydroxyle n'ont pas causé de génotoxicité 
évidente à des concentrations comparables (Hong et al., 2011). Les NPs revêtues de 
polydimethylamine ont endommagé l'intégrité membranaire et induit la mort cellulaire tandis que 
les NPs revêtues de l’aminosilane avaient une toxicité beaucoup plus faible et n’ont affectés 
l'activité métabolique qu’à des concentrations plus élevées. Des NPs revêtues de dextrane ont 
partiellement altéré la viabilité cellulaire à des concentrations élevées (Rivet, Yuan, Borca-
Tasciuc, & Gilbert, 2012). Plusieurs hypothèses sont avancées pour expliquer comment les 
modifications de surface affectent la nanotoxicité.  
L’une d’elle se base sur la stabilité induite par les différents traitements de surface. En réalité, en 
dépit du fait que les NPs d'oxyde de fer revêtues de polymères différents sont stables dans l'eau 
ou dans un tampon PBS, leurs stabilités peuvent variées dans le milieu de culture avec ou sans la 
présence de sérum.  
Une autre hypothèse indique que certains revêtements de surface intermittent exposent le noyau 
interne, constitué de l'oxyde de fer, au système biologique (Arbab et al., 2005). Les NPs d'oxyde 
de fer nues sont généralement toxiques en raison de leur surface et de l'hyperactivité ainsi des 
revêtements de surface appropriés peuvent réduire la toxicité. Par exemple, il a été constaté que le 
revêtement des SPIONs avec du DMSA a empêché les fibroblastes à avoir des contacts directs 
avec elle et aucune cytotoxicité n'a été observée avec des concentrations comprises entre 10-6 et 
10-1 g / L (Auffan et al., 2006) 
Nous notons cependant une certaine contradiction dans la littérature sur la biocompatibilité des 
SPIONs revêtues ou non. Gupta et al. ont montré que les nanoparticules revêtues de PEG sont 
biocompatibles puisque les cellules exposées ont présenté une viabilité de 99% par rapport au 
témoin négatif jusqu’à une concentration supérieure à 1 mg/ml (Gupta, A. K. & Wells, 2004). En 
plus du PEG, plusieurs groupes ont étudié la cytotoxicité des différentes SPIONs revêtus en 
surface et ont trouvé un potentiel cytotoxique. Wan et al ont testé les effets de trois revêtements 
de SPIONs et la cytotoxicité des SPIONs revêtues de Methoxypoly(ethylene glycol)–oligo(acid 
aspartic) (MPEG–Aspn-NH2) avaient presque aucune cytotoxicité aux concentrations testées. En 
comparaison, des SPIONs revêtues de MPEG-PAA- et de PAA réduisent de façon significative la 
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viabilité des cellules avec seulement 16% des cellules restantes à une concentration de 400 µg/ml 
(Wang, H. et al., 2007). 
Pour l’analyse chimique des NPs, la spectroscopie de photoélectrons X (XPS) et la spectroscopie 
de masse des ions secondaire (SIMS) sont largement utilisées pour caractériser les NPs ainsi que 
la corrélation de ces propriétés de surface avec des réactions physiologiques (Ratner, 1996). Ces 
techniques sont également applicables à l'analyse de la surface de NPs post-exposition aux 
milieux physiologiques; cependant, le lavage et l'élimination de biomolécules à partir de la 
surface des particules sont susceptibles d'être une étape nécessaire. Des précautions doivent être 
prises pour prévenir ou identifier des artéfacts de ce processus. 
Les propriétés physico-chimiques des NPs jouent un rôle crucial dans leur excellente 
performance en nanomedecine. Premièrement, les NPs pénètrent facilement dans les tissus et 
même les cellules, permettant aux cliniciens et aux chercheurs de suivre et de détecter les 
changements histopathologiques, cellulaires et même moléculaires au cours d’un traitement ou 
d’un diagnostic (Chen, E., Ruvalcaba, Araujo, Chapman, & Chin, 2008). En plus, les 
biomarqueurs spécifiques peuvent être liés à la surface des NPs pour un ciblage actif et les 
nanostructures peuvent être assemblées couche par couche pour la réalisation des nanovecteurs. 
La notion de reproductibilité des NPs d’un lot à un autre est généralement basée sur les 
caractéristiques physico-chimiques telles que la distribution de la taille, les propriétés optiques, 
les propriétés magnétiques, le diamètre hydrodynamique, le potentiel zêta, la solubilité et le pH. 
Notre équipe a montré qu’il existe des différences dans la composition chimique de surface des 
NPs d’un lot à un autre préparé par la même personne, avec le même appareil, en utilisant le 
même mode opératoire et les réactifs de la même bouteille. En fait, l’analyse de la chimie de 
surface des NPs d’oxyde fer fonctionnalisé Fe3O4@SiO2 et Fe3O4@SiO2@NH2, a montré la 
scission de la liaison Si-O et l'oxydation des groupes NHn dans certaines lot de NPs, ce qui 
marque des variations d’un lot à un autre (Franca, Zhang, Veres, Yahia, & Sacher, 2013a). Les 
procédés de production de médicaments doivent être contrôlés et reproductibles afin de s’assurer 
que les nanomatériaux contenus dans le dispositif médical sont rigoureusement identiques. C’est 
la seule façon de s’assurer que l'évaluation du risque biologique ensuite effectuée sur le dispositif 
médical contenant des nanomatériaux est valable pour tous les lots produits. 
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2.2 Réponses biologiques aux nanoparticules 
2.2.1 Paramètres physico-chimiques déterminant l’interaction particule–
milieu physiologique  
Lorsque les nanoparticules entrent en contact avec des systèmes biologiques, une nano-bio-
interface est générée. Cette interface comprend les interactions dynamiques physico-chimiques, 
les échanges thermodynamique cinétique entre les surfaces des nanoparticules et des composants 
biologiques comme les protéines et des phospholipides (Lynch, Salvati, & Dawson, 2009; Nel, A. 
E. et al., 2009). L'interface solide-liquide est un élément clé dans les interactions nanoparticules-
cellules, mais une compréhension de cette interface fait défaut. C'est la quantité et la 
conformation des biomolécules sur la surface plutôt que les particules elles-mêmes qui sont 
suggérées d'être la cause de nombreuses réactions biologiques (Lynch et al., 2009). En d'autres 
termes, il s'agit de la couche externe de biomolécules qui est ‘vue’ par les cellules, et conduit à 
l'interaction des particules avec la cellule. 
Les biomolécules les plus abondantes qui interagissent avec des NPs dans des milieux 
biologiques sont des protéines (Lynch et al., 2009). Il y a des études qui ont caractérisé et 
identifié les protéines adsorbées sur les biomatériaux en général et dans notre cas les NPs que 
l’on appelle ‘corona’. L’adsorption des protéines sur les NPs n'est pas un processus statique, mais 
plutôt un échange dynamique des protéines adsorbées avec l'environnement biologique.  
Les protéines sont des polypeptides ayant une conformation définie et donc la charge de surface 
dépend du pH et du milieu environnant. L’adsorption des protéines à la surface des NPs est 
favorisée par plusieurs forces telles que des liaisons hydrogène, les forces de Van der Waals, etc. 
La formation générale du complexe NPs - protéine est un processus multifactoriel et ne dépend 
pas seulement des caractéristiques des NPs, mais également des protéines interagissant et du 
milieu environnemental. L’adsorption des protéines sur les NPs est une adsorption multi-
protéique définit par ‘l’effet Vroman’. L'effet Vroman décrit que dans un mélange complexe de 
protéines, leur adsorption implique généralement une série d'étapes d'adsorption et de désorption 
dans lequel les protéines de faible poids moléculaire ou à forte concentration sont d'abord 
adsorbées et ensuite déplacées par les protéines ayant une plus grande affinité avec la surface 
(Scott, 1991). Les taux d’adsorption et de désorption spécifiques pour chaque protéine décident 
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de la longévité de leur interaction avec la surface des NPs. La liaison irréversible (ou au moins à 
long terme) des protéines sur la NP conduit à la formation du "hard corona", tandis que la liaison 
réversible de protéines avec des taux d’adsorption et de désorption rapides définit le "soft corona" 
(Cedervall, Lynch, Foy, et al., 2007; Landsiedel et al., 2010). Le groupe du professeur Dawson a 
introduit le concept du ‘hard corona’ en 2002 (Lynch et al., 2007). Dans leurs publications les 
plus récentes, Milani et al. (Milani, Bombelli, Pitek, Dawson, & Radler, 2012) ont démontré que 
le corona peut être composée de différentes couches de protéines, la première couche étant fixée 
de façon irréversible (‘hard corona’), tandis que les couches externes (soft corona) sont moins 
fortement fixées et susceptibles à interchanger de façon réversible avec d'autres molécules en 
solution qui sont en compétition. La composition des NPs (Sohaebuddin, Thevenot, Baker, 
Eaton, & Tang, 2010) la présence de groupes fonctionnels spécifiques (Blanco, Horton, & 
Mesquida, 2008; Hagiwara, Sakiyama, & Watanabe, 2009; Skepo, 2008), le pH (Rabe, Verdes, & 
Seeger, 2011), la température (Malmsten, 1998) et l'hydrophobicité (Arima & Iwata, 2007; Cha, 
Krishnan, Fiore, & Vogler, 2008) sont des facteurs qui influencent l'adsorption des protéines sur 
la surface des NPs. La forme des NPs (Sela, Badihi, Rosen, Steinberg, & Kohavi, 2007; Sousa, 
Manuela Bras, Moradas-Ferreira, & Barbosa, 2007) est également importante en ce qui concerne 
l’adsorption des protéines. Cela a été confirmé pour les nano tiges et les nanotubes de TiO2 qui 
ont adsorbé de façon différentielle des protéines plasmatiques (Deng et al., 2009). De même, la 
modification de la charge de surface des nanoparticules peut également influer sur l'adsorption 
des protéines. Des études ont démontré que les surfaces de nanoparticules de charge neutre 
adsorbent moins de protéines que leur homologue de charge négative (COOH) ou de charge 
positive (NH2) (Deng, Liang, Toth, Monteiro, & Minchin, 2013; Fertsch-Gapp, Semmler-
Behnke, Wenk, & Kreyling, 2011). Pour éviter l’agglomération des NPs, des milieux de 
dispersion contenant des protéines, comme le sérum, le liquide pulmonaire alvéolaire (Saptarshi, 
Duschl, & Lopata, 2013) sont utilisés. 
Pour caractériser les protéines adsorbées à la surface des nanomatériaux, des technologies telles 
que la diffusion dynamique de la lumière (DLS), la microscopie électronique à transmission 
(MET), le dichroïsme circulaire (CD), la chromatographie, la calorimétrie de titration isotherme 
(ITC) et la résonance plasmonique de surface (SPR) et la spectrométrie de masse (MS) ont été 
effectués pour déterminer l'épaisseur, la densité, la disposition, la conformation, l'affinité et 
l'identification de protéines sur les nanoparticules. Malgré des progrès considérables dans ce 
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domaine, il y a encore des opinions très différentes et même contradictoire sur la compréhension 
du processus de formation du corona. D'une part, un groupe de chercheurs choisit de ne mesurer 
que le hard corona après l'application d'un protocole avec rinçage. L’adsorption est donc définie 
ici comme un processus irréversible ou les protéines sont fortement liées à la surface de la NP. La 
fraction de protéine faiblement liée est jugée peu importante et éliminée par rinçage. D’autre part, 
le second groupe de chercheurs définit la formation du corona à deux niveaux, le hard corona et 
le soft corona (Vogler, 2012). 
2.2.2 Stabilité et dégradation des NPs fonctionnalisées 
Les nanoparticules sont généralement chargées électriquement grâce au revêtement de surface 
pour atteindre leur stabilité colloïdale dans des solutions par les forces de répulsion 
électrostatiques. Cependant, les nanoparticules stabilisées électrostatiquement sont sujettes à 
l'agrégation dans un milieu biologique en raison de la neutralisation de la charge de surface par 
des espèces ioniques présentes dans le milieu. Dans certains cas, une agrégation indésirable peut 
diminuer la stabilité des NPs conduisant à des agglomérations qui sont indésirables pour une 
application médicale à long terme. En plus, les nanoparticules chargées ont tendance à adsorber 
les protéines dans les milieux biologiques grâce à l'interaction électrostatique. L'adsorption de ces 
protéines aux NPs conduit à une augmentation progressive de la taille des particules et, 
éventuellement, à leur précipitation.  
En ce qui concerne la dégradation des SPIONs, le résultat à long terme des NPs dans l'organisme 
est une des préoccupations les plus importantes soulevées par le développement de la 
nanotechnologie et de la nanomédecine. On a très peu d’information sur les mécanismes utilisés 
par les cellules pour traiter et dégrader les NPs au fil du temps. Dans ce contexte, les SPIONs 
bénéficient d'un statut privilégié, parce qu'ils montrent un très bon profil de tolérance, ce qui 
permet leur utilisation clinique pour le diagnostic par l’imagerie par résonance magnétique. Il est 
généralement admis que le métabolisme qui régule le fer dans l'organisme peut également gérer 
des NPs d'oxyde de fer. Cependant la biotransformation de NPs d'oxyde de fer n’est toujours pas 
élucidé. Levy et ses collaborateurs ont mis en évidence la biotransformation de SPIONs 
probablement stockées en protéines ferritine sur une période de trois mois (Mejias et al., 2013).  
Par ailleurs, la dégradation de l'oxyde de fer en ions libres dans des environnements 
physiologiques (Shubayev, Pisanic, & Jin, 2009) a été signalé d’augmenter la production de 
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radicaux libres dans les cellules et causent des dommages qui peuvent provoquer la mort 
cellulaire (Hoskins, Wang, Cheng, & Cuschieri, 2012; Minotti & Aust, 1987). 
La stabilité à long terme doit être étudiée en profondeur afin d'éviter la dégradation de l'oxyde de 
fer en radicaux libres et l’agglomération des particules magnétique provoquant de défis de 
formulation. 
 
2.2.3 Réponse cellulaire aux SPIONs 
Le mécanisme de cytotoxicité des SPIONs  est attribué à leur internalisation dans les cellules et à 
la production des espèces réactives d’oxygène (ROS). 
2.2.3.1 Internalisation 
La phagocytose est reconnue comme un processus important dans l'internalisation des NPs dans 
les cellules (Conner & Schmid, 2003). Cependant, d'autres mécanismes sont aussi responsables 
de l’internalisation des métaux, des oxydes métalliques, ou d'autres systèmes de taille 
nanométrique par la cellule (Limbach et al., 2007), et pour les différentes réactions biologiques 
qui peuvent suivre. Bien que les particules de diamètre inférieur à 100 nm soient capables de 
pénétrer dans la cellule par presque n'importe quel trajet de transport de vésicule (Geiser et al., 
2005), d'autres options sont à considérer, par exemple le transport des nanomatériaux 
manufacturés dans les cellules grâce aux récepteurs (Dobrovolskaia & Mcneil, 2007) ou encore 
par '' diffusion '' à travers le membrane plasmique, qui est considérée comme une interaction 
adhésive (Geiser et al., 2005). 
2.2.3.2 Espèces réactives d’oxygène et stress oxydatif   
L'oxygène est un gaz nécessaire à tous les animaux, les plantes et les bactéries pour produire de 
l'énergie par l'intermédiaire de chaînes de transport d'électrons telles que celle existant dans les 
mitochondries des cellules eucaryotes. L’utilisation de l’oxygène engendre la production 
métabolites réduits que sont le radical superoxyde O2
·- et le peroxyde d'hydrogène H2O2. La 
toxicité du peroxyde d'hydrogène provient de sa capacité à générer le radical hydroxyle ·OH en 
présence de cations métalliques tels que Fe2+ ou Cu+. 
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Ces trois molécules sont formées selon un ordre bien précis. Tout d'abord, les O2
.-  sont produits 
suite à une réduction de l'oxygène (O2), principalement causée par des électrons s'étant échappés 
du système de transport d'électrons présent dans la mitochondrie (Ishii, 2007). Le O2
.- est d'une 
importance capitale car il est la première espèce réactive d'oxygène à être formée. Certains 
complexes ont été identifiés comme sites de production possible d’O2.-dans la mitochondrie, et 
l'importance physiologique commence à être déterminée. En effet, comparativement aux 
complexes III et IV, une inhibition de seulement 25 % du complexe 1 (NADH ubiquinone 
oxydoréductase) est suffisante pour provoquer une formation d'espèces réactives ce qui peut 
théoriquement avoir des conséquences physiologiques (Adam-Vizi, 2005). Les O2
.- agissent en 
oxydant certains cofacteurs comme, par exemple, le groupement Fe-S de l’aconitase qui est une 
enzyme du cycle de Krebs (Ilbert, Graf, & Jakob, 2006). Ils inhibent donc la production d'ATP 
cellulaire. De plus, en présence d'oxyde nitrique (NO), ils provoquent la formation d'une espèce 
réactive de l'azote, l'oxynitrite (OONO-) qui est bien plus réactive que les O2
.- et qui peut 
endommager de très nombreuses molécules (Murphy, 1999).  
Cet O2
.- est transformé par la SOD en deux étapes. Premièrement, le métal constituant du 
site actif de l'enzyme (soit Fe3+, Cu2+ ou Mn3+ ) est réduit en transformant un O2
.- en O2, et 
ensuite ce métal est oxydé en présence de deux protons, transformant un second O2
.- en H202 
(Johnson & Giulivi, 2005). Le H202 oxyde les groupements thiols des résidus cystéines (Ilbert et 
al., 2006). Il est à noter que le H202 peut diffuser à travers la membrane cellulaire (Afonso, 
Champy, Mitrovic, Collin, & Lomri, 2007).  
Le OH· n'est pas spécifique et est l'espèce réactive d'oxygène (ROS) la plus dangereuse et la plus 
réactive (Shi, Sui, Wang, Luo, & Ji, 2005). En effet, il réagit très rapidement avec son 
environnement, sa demi-vie étant de 10-9
 
seconde, en comparaison, le O2
.- et le H202 sont 
beaucoup plus stables (Bossé Y, Joanisse DR, & MR., 2003). Les OH. sont produits par la 
réaction de Fenton qui est une réaction de dismutation se produisant en présence de certains 
métaux possédant deux états de transition différents (Ullrich & Kissner, 2006). Le métal doit 
donc être sous sa forme oxydée pour catalyser cette réaction. 
Le dysfonctionnement des systèmes de régulation de l'oxygène et de ses métabolites est à 
l'origine des phénomènes de stress oxydant dont l'importance dans de nombreuses pathologies est 
maintenant largement démontrée. C'est ainsi que dans l'athérosclérose, le rôle des ROS apparaît 
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comme majeur, validant la « théorie oxydative de l'athérosclérose » proposée par Steinberg et al 
(Steinberg, Parthasarathy, Carew, Khoo, & Witztum, 1989) et rejoignant la théorie 
inflammatoire. Les ROS produites par les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et 
les monocytes-macrophages, sont susceptibles d'oxyder les lipoprotéines de basse densité (LDL), 
conduisant à la formation de stries lipidiques, première étape dans l'apparition de la plaque 
d'athérome (épaississement des artères par un dépôt composé, en partie, d’esters de cholestérol). 
De même, dans le diabète sucré, le stress oxydant provoqué par les concentrations anormalement 
élevées de glucose dans l'organisme joue un rôle très important dans la survenue des 
complications diabétiques (Bonnefont-Rousselot, 2002). Les ROS seraient également impliquées 
dans les maladies neurodégénératives à début tardif, notamment la maladie d'Alzheimer (Klein, J. 
A. & Ackerman, 2003), la maladie de Parkinson en relation à la fois avec un dysfonctionnement 
mitochondrial et un défaut de l'élimination des protéines oxydées par le protéasome (Jenner, 
2003), la cancérogenèse, puisque ces espèces peuvent être responsables de mutations dans 
l'ADN, (Migliore & Coppede, 2002). 
Les cellules maintiennent un état d'oxydation homéostatique et équilibré, le stress oxydatif induit 
par les stimuli externes est contrôlé par le biais de plusieurs mécanismes de régulation. Lorsque 
ces mécanismes de régulation sont défaillants, les ROS excessives ou les espèces réactives 
d'azote (RNS) peuvent endommager les composants cellulaires, affecter la fonction des 
biomolécules, et finalement induire la mort cellulaire par apoptose ou par nécrose. Les NPs sont 
susceptibles d'affecter l'état d'oxydation cellulaire de diverses manières. La génération de ROS et 
le dommage oxydatif dans les cellules sont considérés comme des facteurs importants de la 
cytotoxicité induite par NPs. 
En raison du grand rapport surface/volume des NPs, plus de groupes réactifs sont situés sur la 
surface et peuvent être disponibles pour un transfert d'électrons à l'oxygène, formant ainsi le 
superoxide, un autre précurseur de ROS (Nel, A., Xia, Madler, & Li, 2006). Les ROS peuvent 
également être générés à la suite d'interactions cellules-NPs, même en l'absence de groupes 
réactifs sur la surface (Xia, T. et al., 2006). 
Une augmentation de la production de ROS ou une protection défaillante peut entraîner des effets 
pro-inflammatoires et cytotoxiques. Les effets pro-inflammatoires comprennent l'expression des 
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cytokines, des chimiokines, tandis que les effets cytotoxiques comprennent les mitochondries qui 
peuvent libérer des facteurs pro-apoptotiques et induire l'apoptose. 
Les NPs peuvent induire un stress oxydant par plusieurs voies. Par exemple, la production de 
l’anion superoxyde (O2-) et du radical hydroxyle (OH-) peut résulter de l’absence d’électron 
provoqué par une photoactivation de TiO2 ou du saut d’électron de la bande de conduction d’une 
NP semi-conductrice. En plus, la présence de métaux de transition tels que Fe, Ni, Cu, Co et Cr 
sur la surface de la NP peut générer l’anion superoxyde via la réaction de Fenton. Enfin, même 
les NPs inertes peuvent donner lieu à la production de ROS par leur dépôt dans les mitochondries 
et la perturbation de leur fonction (Li & Huang, 2008). 
Beaucoup d'études in vitro portent sur des tests de mesure des marqueurs du stress oxydatif. Les 
deux dosages les plus couramment utilisés sont la mesure de la production de ROS intracellulaire 
et la réduction du glutathion (GSH). Les ROS sont le plus souvent mesurées au moyen d'un essai 
fluorométrique basée sur l'oxydation intracellulaire de 2,7-dichloro diacétate (H2DCF-DA). Il 
existe d’autres méthodes plus couteuses puisqu’elles sont plus spécifiques à un type de ROS. 
C’est l’exemple du 1,3-Diphenylisobenzofuran (DPBF) utilisé pour la détection de l’anion 
superoxyde (O2
−). Le GSH, quant à lui, est mesuré avec des essais basés sur la production d'un 
colorant fluorescent ou coloré par réaction avec le GSH. Les résultats des analyses des ROS et du 
GSH présentent une corrélation remarquableme (Carlson et al., 2008). 
2.2.3.3 Evaluation de la cytotoxicité 
La première étape vers la compréhension de l’interaction biomatériaux – tissus ou cellules 
implique souvent des études in vitro. Par rapport aux études in vivo, les études in vitro sont 
éthiquement moins ambiguës, plus faciles à contrôler et à reproduire et moins chères. Dans le cas 
de la cytotoxicité, il est important de reconnaître que les cultures cellulaires sont sensibles à des 
changements environnementaux tels la température, le pH, les concentrations en éléments 
nutritifs et en déchets, en plus de la concentration de l'agent potentiellement toxique à tester. Par 
conséquent, le contrôle des conditions expérimentales est crucial pour s'assurer que la mortalité 
cellulaire correspond à la toxicité des NPs et non à l’instabilité des conditions de culture 
cellulaire. En plus, puisque les NPs peuvent adsorber des colorants et produire des ROS, il est 
important que le test de cytotoxicité choisi soit approprié. Il faut également mener plusieurs 
essais pour assurer des conclusions valides (Lewinski, Colvin, & Drezek, 2008). 
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L’apoptose est probablement l'un des principaux mécanismes de la toxicité cellulaire induite par 
des composés cytotoxiques (Nagami, Kawashima, Kuno, Kemi, & Matsumoto, 2002). L'apoptose 
est un processus de mort cellulaire physiologique programmé qui permet à l'organisme d'éliminer 
les cellules non désirées ou endommagées. Elle joue un rôle crucial dans le maintien de 
l'homéostasie cellulaire qui résulte d'un équilibre contrôlé entre la prolifération et la mort 
cellulaire (Wyllie, 1987). 
L'apoptose est contrôlé génétiquement et activé par des stimuli physiologiques normaux, intra ou 
extracellulaires mais également par des stimuli pathologiques qui portent atteinte au bon 
fonctionnement de la cellule tels que, par exemple, une infection, un choc thermique, un stress 
oxydatif ou des dommages induits à l'ADN.  
La mort cellulaire par apoptose est caractérisée par des altérations morphologiques spécifiques, 
entre autre une réduction du volume cytoplasmique, la condensation de la chromatine au niveau 
de la membrane nucléaire, une perte d'asymétrie de la membrane plasmique et la fragmentation 
de l'ADN. La cellule entière finit par être démantelée sous forme de vésicules appelées corps 
apoptotiques qui contiennent le cytoplasme, les organelles cellulaires ainsi que la chromatine 
fragmentée. Pendant que les cellules nécrotiques déversent leur contenu dans le milieu 
extracellulaire, les cellules en apoptose sont reconnues et phagocytées par les cellules 
avoisinantes sans susciter de réaction inflammatoire (Savill, 1998). 
L'apoptose est également caractérisée par des dégradations biochimiques majeures. Parmi elles, 
on peut observer une perte des fonctions mitochondriales, la libération de facteurs pro-
apoptotiques mitochondriaux tels que le cytochrome c ou l'AIF (apoptosis inducing factor) et 
enfin, l'activation des caspases et la protéolyse de substrats cellulaires spécifiques (Nicholson, 
1999). 
Le test de cytotoxicité le plus simple consiste à inspecter visuellement des cellules par 
microscopie pour observer des changements sur la morphologie cellulaire ou nucléaire. Fiorito et 
al. ont utilisé cette technique lors de l'évaluation de la cytotoxicité des nanotubes de carbone 
monoparoi (SWNTs) (Fiorito, Serafino, Andreola, & Bernier, 2006). Cependant, la plupart des 
essais de cytotoxicité utilisés mesure la viabilité cellulaire par des méthodes colorimétriques. Ces 
méthodes colorimétriques peuvent mesurer l'intégrité de la membrane plasmique, l'activité 
mitochondriale, le métabolisme cellulaire, la réponse pro-inflammatoire.  
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2.2.3.3.1 Rupture membranaire induite par les nanoparticules  
L'internalisation des NPs dans la cellule implique probablement plusieurs interactions 
électrostatiques des NPs chargées avec les groupements chimiques à la surface de la membrane 
cellulaire qui peuvent altérer cette dernière. L'internalisation de ces NPs chargées dans le 
cytoplasme provoque la formation de pores entre 1 à 100 ms, suivie d'une nouvelle fermeture 
lente en quelques dizaines de secondes (Chen, Z. P., Xu, Zhang, & Gu, 2009). Les interactions 
entre les NPs chargées avec la membrane cellulaire provoquent également sa dépolarisation et la 
perturbation de son potentiel. En outre, une augmentation de l'ion calcium [Ca2+] inhibe la 
prolifération cellulaire (Arvizo et al., 2010). La forme des NPs peut également jouer un rôle dans 
la rupture membranaire. Les NPs en forme d'aiguille, plutôt que de sphère ou les NPs plates, 
provoquent une perturbation temporaire de la membrane cellulaire endothéliale (Doshi & 
Mitragotri, 2010). En élargissant notre compréhension des divers mécanismes des interactions 
entre les NPs et la membrane cellulaire, la réduction de la rupture membranaire sera atteinte 
grâce à la régulation de la taille, la forme, la charge de surface et la chimie de surface. 
2.2.3.3.2 Altérations du cytosquelette par des nanoparticules 
Le cytosquelette maintient la forme de la cellule et joue un rôle important dans le transport 
intracellulaire, la génération de la force, la motilité et la division cellulaire (Alberts et al., 2007). 
L'internalisation des NPs entraine des modifications directes ou indirectes du cytosquelette. La 
perte de la fonction appropriée du cytosquelette provoque une réduction de la motilité, la division 
et la prolifération des cellules (Holt et al., 2010; Soenen, S. J. H., Nuytten, De Meyer, De Smedt, 
& De Cuyper, 2010). Des concentrations élevées de nanoparticules d'oxyde de fer 
fonctionnalisées affectent le cytosquelette et la maturation cellulaire (Soenen, S. J. H. et al., 
2010). 
2.2.3.3.3 Altérations mitochondriales par des nanoparticules 
Les mitochondries servent de " centrales électriques cellulaires" qui fournissent de l'énergie 
chimique (ATP) aux cellules (Alberts et al., 2007). Ils sont également impliqués dans une série 
d'autres processus, tels que la signalisation et la différenciation cellulaire. Les NPs en interaction 
avec la mitochondrie, peuvent affecter leurs fonctions (Karatas, Sezgin, Aydin, & Culha, 2009; 
Pan et al., 2009). Les NPs peuvent se lier à des protéines, des lipides et des glucides présents sur 
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la membrane mitochondriale dans les cellules vivantes. Les NPs peuvent également causer des 
dommages indirects en augmentant la perméabilité de la membrane mitochondriale interne grâce 
à la génération d'un stress oxydatif (Pan et al., 2009). 
2.2.3.3.4 Altérations du noyau cellulaire par des nanoparticules 
Le noyau maintient l'intégrité des gènes et contrôle les activités cellulaires  
en régulant les expressions génétiques. Les structures nucléaires comprennent l'enveloppe 
nucléaire, qui se compose d'une bicouche lipidique, la lumière nucléaire, qui se compose de 
filaments intermédiaires et des protéines membranaires, les chromosomes, qui comprend de 
l'ADN et des histones, et le nucléole, qui se compose d'ARNr, ADNr, et des protéines (Seib, 
Jones, Rnjak-Kovacina, Lin, & Kaplan, 2013). Puisque l'enveloppe nucléaire empêche de 
nombreuses macromolécules de pénétrer dans le noyau, l’entrée des NPs dans le noyau est 
limitée à moins qu’elles soient de très petites tailles (<5 nm) ou conçues avec des molécules 
ciblant le noyau (Conroy et al., 2008). 
2.2.3.3.5 Réponse inflammatoire 
Les marqueurs in vitro de l’inflammation principalement rencontrés dans la recherche en 
nanotoxicologie sont le facteur de nécrose tumorale (TNF-α), les protéines inhibitrices de 
macrophages (MIP-2) et les interleukines, le plus souvent mesurés par méthode immuno-
enzymatique ELISA. Un accord raisonnable dans les résultats de plusieurs marqueurs de 
l'inflammation ont été trouvés (Carlson et al., 2008), même si de grandes disparités ont également 
été rapportés (Sayes, Reed, & Warheit, 2007). On ne sait pas quel type de cytokines sont les plus 
pertinentes à étudier après l'exposition des cellules aux NPs, bien que le type de cellule utilisé 
joue probablement un rôle important. En général, les raisons de la sélection des types de 
cytokines inclus dans les études ne sont pas rapportées. 
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CHAPITRE 3 OBJECTIFS, APPROCHE ET HYPOTHÈSE 
3.1 Contexte de l’étude 
Notre projet consiste à développer un nano-vecteur capable de mener des substances 
thérapeutiques, tels que le monoxyde d’azote (NO), jusqu’à la paroi alvéolaire. Ce projet 
comporte 3 principaux volets à savoir :  
 La synthèse et la fonctionnalisations des SPIONs; 
 La caractérisation des propriétés physico-chimiques de ces SPIONs; 
 La biocompatibilité de ces SPIONs à chaque étape de la fonctionnalisation, i.e., d’une part 
évaluer l’effet des SPIONs sur le système biologique et d’autre part évaluer l’effet du système 
physiologique sur les SPIONs. 
Ce troisième volet fait l’objet de cette thèse. Les méthodes d’évaluations actuelles de la 
biocompatibilité instaurées par l’organisation internationale de normalisation (ISO) sont celles 
établies pour les biomatériaux à l’échelle macrométrique. Ces méthodes  sont adaptées aux 
nanomatériaux parce qu’actuellement, il n’existe aucune réglementation internationale ou 
nationale appliquée spécifiquement aux nanomatériaux. Malheureusement, certaines d’entre elles 
induisent des interférences qui pourraient conduire aux fausses interprétations. Les normes 
d’évaluation des nanomatériaux pour  une homologation auprès d’une institution réglementaire 
comme santé Canada ou l’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux - FDA 
(Food and Drug Administration) sont choisies au cas par cas. Toutes ces raisons nous ont amené 
à élaborer et à optimiser nos protocoles de cytotoxicité pour l’évaluation de l’effet des SPIONs 
sur le système biologique et les protocoles de caractérisation physico-chimique pour l’évaluation 
de l’effet du système physiologique sur les SPIONs.  
3.2 Objectif général 
La biocompatibilité est la capacité d’un biomatériau à remplir une fonction spécifique avec une 
réponse appropriée de l’hôte. A chaque étape de la fonctionnalisation de nos SPIONs, nous allons 
évaluer, d’une part, l’effet du système physiologique sur les SPIONs (exemple : l’adsorption des 
protéines, la production des espèces réactives d’oxygènes, l’agglomération, etc) et d’autre part, 
26 
l’effet des SPIONs sur le système biologique (exemple : la cytotoxicité). Puisque la notion de 
biocompatibilité impliques plusieurs phénomènes interliés, nous avons choisi comme objectif 
principal de:   
Comprendre le mécanisme d’adsorption des protéines à la surface des NPs et établir une 
corrélation entre les caractéristiques physico-chimiques de ces NPs et leur biocompatibilité. 
3.3 Objectifs spécifiques 
3.3.1 Élaborer les protocoles des tests de cytotoxicité en tenant compte des influences des 
paramètres physico-chimiques des NPs. 
3.3.2 Identifier les paramètres biologiques, liés aux milieux de culture, qui influencent le 
potentiel cytotoxique des NPs 
3.3.3 Identifier les caractéristiques des protéines adsorbées à la surface des NPs qui influencent 
la biocompatibilité. 
3.4 Approche et Hypothèse  
Pour mieux définir les interactions entre les NPs et les milieux de culture, la recherche présentée 
ici programme l’utilisation des NPs d’oxyde de fer avec différentes fonctionnalisations en contact 
avec des milieux physiologiques de composition variable comme des modèles pour identifier et 
clarifier les interactions des NPs lors de l'exposition cellulaire in vitro.  
3.4.1 Contrôle du milieu de culture 
Nous croyons que les composants d’un milieu de culture influencent les réponses cellulaires. 
Les milieux physiologiques choisis sont des milieux de culture favorables pour la culture des 
cellules épithéliales alvéolaires à savoir : Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), 
Kaighn's Modification of Ham's  F-12 Medium (F-12K Medium) et le Dulbecco's Modified 
Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) avec des suppléments d’origine animal 
(Fetal bovine serum) et d’origine chimique (Serum-Free Cell Culture Supplement Kit).  
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3.4.2 Caractérisation des principales propriétés physico-chimiques des NPs 
avant et après l’incubation dans le milieu de culture cellulaire. 
Lors de la première partie de l’étude, nous avons utilisé quatre types de NPs : la magnétite 
(Fe3O4), la magnétite recouverte d’acide oléique (Fe3O4@AO), la magnétite avec un revêtement 
de silicium (Fe3O4 @SiO2) et la magnétite avec un premier revêtement de silicium et deuxième 
revêtement de groupement amine (Fe3O4 @SiO2@NH2).  
Lors de la deuxième partie de l’étude,  nous avons utilisé un seul type de NP (Fe3O4).  
A la troisième partie, nous avons utilisé trois types de NP : la magnétite (Fe3O4), la magnétite 
revêtue de groupement amine (Fe3O4@NH2) et la magnétite revêtue groupement carboxylique 
(Fe3O4@COOH).  
Nous avons réalisé la caractérisation de nos NPs  avant l’incubation dans le milieu de culture afin 
de confirmer leurs propriétés principales susceptibles d’influencer la biocompatibilité : la 
composition chimique de surface, la taille, la forme, la charge de surface, la cristallinité. 
La caractérisation des principales propriétés physico-chimiques des NPs après l’incubation dans 
le milieu de culture nous permet de quantifier et d’identifier le corona et son évolution dans le 
temps. 
3.4.3 Analyse des corrélations 
Les résultats obtenus des tests de biocompatibilité, de caractérisation des NPs avant et après 
incubation avec les milieux de culture seront analysés et interprétés pour établir des corrélations, 
tout ceci pour tester l'hypothèse suivante : la corrélation entre les caractéristiques physico-
chimiques de surface des SPIONs et l’identité des protéines adsorbées sur ces dernières 
dans un  milieu physiologique permettra de prédire la réponse des cellules exposées. 
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4.1 Abstract 
In the biomedical field, nanomaterials have the potential for use in the targeted delivery of drugs 
in the human body and in the diagnosis and therapy of certain diseases. In the category of 
targeted delivery, magnetite (Fe3O4) nanoparticles have received much attention. As with any 
similar new therapy, when such nanoparticles are functionalized with chemical groups designed 
to permit the specific attachment of drugs, cytotoxicological testing is necessary before moving 
to animal models. Here, we consider several variously functionalized magnetite nanoparticles, 
including those prepared with (1) a monolayer of oleic acid (Fe3O4@OA), which is subsequently 
converted to (2) a shell of amine-containing silane (Fe3O4@NH2), (3) a shell of silica 
(Fe3O4@SiO2), and (4) a shell of amine-containing silane over a shell of silica 
(Fe3O4@SiO2@NH2). These latter three functionalities were evaluated for biocompatibility, 
29 
cellular morphology, mitochondrial function (MTT assay), lactate dehydrogenase membrane 
leakage (LDH assay), and proinflammatory potential through enzyme linked immunosorbent 
assay (ELISA) for interleukin 6 (IL-6). Controlled tests were performed over a period of 72 h, 
with results showing LDH leakage and abnormal Il-6 secretion at high concentrations (>50 
µg/mL). The tests showed that, in addition to the surface characteristics of the nanoparticles, both 
the nutrient medium and the time of suspension before exposure to cells also contribute to 
nanoparticle cytotoxicity. 
4.2 Introduction 
In recent years, the growth of nanotechnology has animated many scientific debates, whose 
points of view may appear contradictory. For example, research suggests many advantages,  for 
both the wellbeing of man and assured future manufacturing growth, through the comprehension 
and control of the functionalization of nanoparticles (NPs) (Linazasoro, 2008; Sahoo, Parveen, & 
Panda, 2007). However, enthusiasm for this nanotechnology raises the question of both 
toxicological and environmental impacts. In the biomedical field, several areas are represented, 
such as nanosurgery, in which NPs are used as nano-heaters to burn malignant cells (Singh, N., 
Jenkins, Asadi, & Doak, 2010), nano-vectors, in which NPs are used as drug delivery agents to a 
target site, and nano-tracers, in which NPs are used for diagnosis through medical imagery (Na, 
Song, & Hyeon, 2009). Magnetite (Fe3O4) NPs offer many potential applications to these fields: 
they are superparamagnetic (i.e., they exhibit magnetic behavior in the presence of magnetic 
fields), they are MRI-detectable, with specific microfabrication increasing their magnetic 
resonance imaging (MRI) sensitivities, their surfaces may befunctionalized to act as drug 
receptors, and their temperaturesmay be raised in alternating magnetic fields (Zabow, Dodd, 
Moreland, & Koretsky, 2008). 
As the use of NPs increases, with new nanotechnologically applicable materials emerging, hazard 
identification becomes critical. In vitro studies will play an essential role, because they can 
provide high-throughput systems for the rapid and cost-effective screening of hazards. Therefore, 
reliable in vitro studies that generate comprehensible results are needed. 
Our ultimate purpose is to functionalize magnetite NPs for magnetic targeting. This is because, 
with untargeted intravenous administration, the quantity of potentially toxic drug administered is 
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necessarily high, so as to overcome dilution and losses through the liver, kidney, etc. The use of 
magnetic targeting is beneficial, in that it reduces both the amount of drug used and the resultant 
toxicity. 
The NPs used in this study are composed of superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION) 
cores, surrounded by several different shells, including (1) a monolayer of oleic acid 
(Fe3O4@OA), (2) a shell of aminecontaining silane (Fe3O4@NH2), (3) a shell of silica 
(Fe3O4@SiO2), and (4) a shell of amine-containing silane over a shell of silica 
(Fe3O4@SiO2@NH2). The @OA is used in the general preparation of the latter three NPs, while 
the @NH2, @SiO2, and @SiO2@NH2 are intended to provide test structures for further 
functionalization with drugs. 
When NPs are functionalized, changes occur in their physicochemical properties such as size, 
shape, and surface reactivity, which can cause changes in biological responses (Park et al., 2009). 
Currently, knowledge of the toxicity of manufactured NPs remains limited, with often 
contradictory results from different laboratories, even when using the same NPs (Suh, Suslick, 
Stucky, & Suh, 2009). Beyond basic NP behavior, new parameters, such as the characteristics of 
the surrounding environment (e.g., the composition of the culture medium, the pH value, the 
presence and types of proteins) contribute to the ambiguity of cell interactions in solution 
(Maiorano et al., 2010). For example, NPs suspended in culture media are known to adsorb a set 
of diverse proteins and form a protein corona, whose composition depends on the proteins 
present, and their resultant epitopes on reaction with the NPs, as well as on the surface 
characteristics, size, and concentration of the NPs (Cedervall, Lynch, Lindman, et al., 2007). It is 
important to understand how these engineered NPs interact with living systems, from the moment 
of first contact and the onset of interactions induced by their presence. 
Traditionally, in vitro toxicity testing focuses on whether or not exposure to a potentially toxic 
agent results in cell death. However, even when no cell damage or death may be apparent after 
NP exposure, changes in cellular function may result. Therefore, it is important to verify that the 
end points chosen to signify cytotoxicity are appropriate. We assess the toxicities of our NPs 
through changes in cellular morphology, mitochondrial function, membrane leakage by LDH, 
and IL-6 production (Unfried et al., 2007).  
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Klaine et al. (Klaine et al., 2008) proposed that the activation of intracellular oxidative stress 
appears to provoke the toxicity mechanisms of many nanomaterials. As soon as the nanomaterial 
enters the cell, it may induce intracellular oxidative stress by disturbing the balance between 
oxidant and anti-oxidant processes. For biomedical applications, when choosing the 
nanomaterial, its surface chemistry must be evaluated, so that both the cytotoxic effects and the 
possible control of pro-inflammatory cytokines may be taken into account. To identify systemic 
inflammatory responses, one may choose to measure immune system proteins, such as pro-
inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, and tumor necrosis factor-alpha TNF-a), Th1-type cytokines 
(IL-12 and Interferon-gamma IFN-c), and Th2- type cytokines (IL-4, IL-5, and IL-10) among 
others. In our study, we chose to quantify IL-6 because we use cell line A549, which are 
epithelial cells that secrete IL-6 in response to stress. 
4.3 Materials and methods 
4.3.1 Nanoparticles 
4.3.1.1 Materials  
Oleic acid (OA, 90%), 1-hexaneol (99%), octyl ether (98%), ammonia solution (NH4OH, 28–30 
wt % in water), Triton X-100, hexane (95%), cyclohexane (99.5%), and tetraethoxysilane (TEOS, 
99.999%) were purchased from Sigma-Aldrich. Iron pentacarbonyl (99.5%) was purchased from 
Strem Chemicals. N-(2-aminoethyl)-3-aminopropyl trimethoxysilane (AEAP3, _ 90%) was 
purchased from Gelest. 
4.3.1.2 Synthesis of Fe3O4@NH2 NPs  
Oleic acid-coated Fe3O4 NPs (Fe3O4@OA) were synthesized using a thermal decomposition 
process (Zhang, X. F. et al., 2011). Twenty milliliters of octyl ether was mixed with 1.92 mL of 
oleylamine at room temperature for ̴10 minutes, and subsequently heated to 100ºC over 20 min, 
under an Ar flow. At 100ºC, 0.4 mL of iron pentacarbonyl was injected, and the temperature was 
increased to reflux for 2 hours, before cooling to room temperature by removing the heating 
mantle. The product was precipitated by adding anhydrous ethanol, and separated by 
centrifugation (9000 rpm), followed by three washings with anhydrous ethanol. The Fe3O4@NH2 
NPs were obtained by mixing 10 mL of 1 mg/mL Fe3O4@OA in hexane with 50 IL of AEAP3, 
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and sonicating for 90 min. The resultant suspension was left overnight, and then separated by 
magnet. The separated NPs were washed five times with 40 mL anhydrous ethanol. These NPs 
can then be dispersed in water or PBS buffer.  
4.3.1.3 Synthesis of Fe3O4@SiO2 and Fe3O4@SiO2@NH2 NPs  
Fe3O4@SiO2 NPs were formed in a water-in-oil microemulsion: 0.5 mL of 1 mg/mL Fe3O4@OA 
nanoparticles in cyclohexane were injected into a mixture of 1.77 g of Triton X-100, 1.6 mL of 
anhydrous 1-hexanol and 7 mL of cyclohexane, and left under a strong vortex for 1 h, before 
adding 0.5 mL of 6% ammonia solution. After 1 h, 25 µL of TEOS was added and left for 24 h. 
The product, core/shell Fe3O4@SiO2, was separated by centrifugation at 9000 rpm, and washed 
with ethanol; the centrifugation/wash procedure was repeated at least three times. The resultant 
NPs were directly dispersed in deionized water or PBS buffer for use. For the formation of 
Fe3O4@SiO2@NH2 NPs, 25 µL of AEAP3 was added into the reaction mixture for another 24 h. 
The product was separated, purified, and stored as were the Fe3O4@SiO2 NPs.  
4.3.1.4 NP characterization  
The surface chemistry was characterized by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), in a VG 
ESCALab 3 Mk II, using non-monochromated Al Ka radiation (1486.6 eV), at a power setting of 
300 W, giving an instrument resolution of 0.85 eV. Magnetic properties were evaluated with a 
Quantum Design PPMS model 6000 magnetometer. Transmission electron microscopic (TEM) 
images were taken with a JEOL JSM-7600TFE, at a 200 keV accelerating voltage. The TEM 
specimens were prepared by dropping the NP suspensions (Fe3O4@OA in hexane, and the others 
in DI water) onto carbon-coated copper TEM grids, followed by evaporation under vacuum 
overnight. 
4.3.1.5 NP preparation for cytotoxicological testing 
Since it is intended that magnetic NPs accumulate at the target site, during drug delivery, at a 
locally elevated concentration, it is necessary to evaluate their cytotoxicity at such elevated 
concentrations. To do this, NPs were suspended in Ham’s F- 12K culture medium (Sigma–
Aldrich), supplemented with 10% FBS (fetal bovine serum). In establishing the concentrations to 
be used in our tests, we considered those of Fe3O4 used regularly in the literature for in vivo 
cytotoxicity assay. In order to obtain an idea of the toxicity of a CH3 NP surface, which is 
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chemically nonreactive under present conditions, we tested Fe3O4@OA, the only NP not intended 
for ultimate medical use, at concentrations ranging from 0.15 to 0.90 mg/mL. In order for 
Fe3O4@NH2, Fe3O4@SiO2 and Fe3O4@SiO2@NH2 to be detectable by MRI, and given that the 
human dose concentration recommended for lymphography is < 45 lmol/kg (Woo et al., 2004), 
these latter three were additionally tested at concentrations from 0.05 to 200 µg/mL. 
All the assays used controls. The background control was carried out with the medium only. The 
control cells were those incubated with medium plus supplements, but without NPs. The control 
particles were in wells without cells, which underwent the viability assay. 
4.3.1.6 Cell culture.  
The epithelium is the first barrier that confronts particles that deposit in the conducting airways or 
the alveolar region. Therefore, both bronchial and alveolar epithelial cells should be considered 
as target cells for in vitro studies (Moret, 2002). The human alveolar epithelial cell line A549 
(CCL- 185) was obtained from the American Type Culture Collection (ATCC); A549 is a human 
Caucasian lung carcinoma type II epithelial cell. It was grown in a 75 cm3 glass flask using 
Ham’s F-12K, supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and1% penicillin/streptomycin, 
to avoid bacterial contamination, and maintained at 37ºC in a humidified atmosphere of 5% CO2 
and 95 % air. Cells were grown to 70%– 80% confluence and then trypsinized to dissociate 
adherent cells from each other and from the container. 
4.3.2 Cytotoxicity tests 
Currently used in vitro cytotoxicity assays measure cell viability via colorimetric methods. These 
methods can be further classified into tests that measure plasma membrane integrity and 
mitochondrial activity. Exposure to certain cytotoxic agents can compromise the cell membrane, 
which allows cellular contents to leak out. Viability tests based on this include that for LDH. In 
this assay, LDH, released from damaged cells, oxidizes lactate to pyruvate. The amount of LDH 
released is proportional to the number of cells damaged or lysed. 
Mitochondrial activity is another colorimetric cytotoxicity assay, which attempts to determine the 
mechanism behind the induced cell death. Mitochondrial activity can be tested by using 
tetrazolium salts, as mitochondrial dehydrogenaseenzymes cleave the tetrazolium ring. 
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Inflammation is also a possible adverse effect of NP exposure. Commonly tested 
proinflammatory cytokines, or protein signals, of inflammatory response include IL-1, IL- 6, and 
TNF-a, among others. These cytokines are detected by using ELISA, and can be quantified by 
measuring the absorbance from either alkaline phosphatase or streptavidinhorseradish 
peroxidase-labeled antibodies.  
The MTT, LDH, and ELISA tests, described above, were performed with the same concentration 
of cells. According to our methodology, after incubation of the cells with the nanoparticles, the 
supernatant was removed for LDH and ELISA tests, and the cells in the wells were used for the 
MTT test.  
4.3.2.1 Assessment of cellular morphology by optical microscopy  
The assessment of cellular morphology was carried out for Fe3O4@OA, which has a chemically 
nonreactive (Goffin et al., 2010) CH3 surface (alkyl groups, such as CH3 do not react chemically 
under the conditions of our experiment); this was done to determine whether a larger cell 
morphology study was necessary, considering factors other than the chemical groups present. To 
assess the cellular morphology, cells, treated with 0.47 mg/mL of Fe3O4@OA in Ham’ S F-12k 
culture medium, were incubated for 24 and 72h at 37 °C. Optical photomicrographs of the cells 
were taken at an enlargement of 20X, and the morphology of attached A549 cells was 
qualitatively evaluated. 
4.3.2.2 Determination of mitochondrial activity, using the MTT test  
The MTT assay is based on the reduction of MTT ((3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) by mitochondrial succinate dehydrogenase, to form dark blue 
formazan crystals. Only viable cells, with active mitochondria, reduce significant amounts of 
MTT to formazan (Oberdorster et al., 2005). For this assay, cells were seeded in a 96-well plate, 
using 1 x 104 cells/well, and incubated for 24 h, before adding various concentrations of 
Fe3O4@NH2, Fe3O4@SiO2 and Fe3O4@SiO2@NH2 NPs to each well, and incubating the cells for 
a further 24, 48, and 72 h. After the incubation period, 20 µL of MTT (0.5 mg/mL in phosphate 
buffer, at pH 7.4) was added to each well and the cells were incubated for another 3 h. After 
discarding the media, the formazan crystals were solubilized by 100 µL of dimethyl sulfoxide 
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(DMSO) per well and the absorbance was measured at 570 nm using a BioTek Synergy 2 
microplate reader. 
4.3.2.3 Determination of lactate dehydrogenase  
LDH leakage due to membrane damage was assessed by measuring the quantity in the media 
after the incubation of cells and the NPs to be analyzed (Beasley, Auffarth, & von Recum, 1996). 
Using 2 x 104 cells per well in a 96-well plate, incubation occurred for a period of 24 h, with NPs 
at concentrations from 0.05 to 100 µg/mL. The release of LDH into the supernatant was 
determined by an LDH activity assay kit (Roche, Mannheim, Germany) according to the 
manufacturer’s instructions. Incubation with 1% Triton-X100 served as a positive control, and 
cells without NPs, as a negative control. The results are given relative to the positive control, in 
percent: 
((S-C) / (T-C)) X 100; 
 
Where S = sample value, C = negative control value, and T=1% triton positive control value. 
 
4.3.2.4 Quantification of cytokines by ELISA 
 Studies have shown that the A549 human lung epithelial cell line can synthesize relevant 
cytokines, including IL-6, which appear to play a role in the initiation of inflammation and, 
possibly, to contribute to the polarization of a Th2-dominated immune response, which plays a 
role in the development of allergic respiratory diseases (Hulander et al., 2009). Concentrations of 
IL-6 in the supernatants obtained after exposure of NP suspensions were determined by sandwich 




4.4.1 Nanoparticle characterization 
The TEM image of as-synthesized Fe3O4@OA NPs, shown in Figure 4-1(a), indicates a narrow 
size distribution, with an average diameter of  ̴ 15 nm. Figure 4-1(b) shows the 
Fe3O4@NH2 NPs; one finds that the self-assembled Fe3O4@OA NPs in Figure 4-1(a) have been 
replaced by disordered array, ascribed to the change of surface functional groups. Images of 
Fe3O4@SiO2 and Fe3O4@SiO2@NH2 are shown in Figure 4-1(c,d), respectively. From the 
statistical analysis of 200 particles, the particle diameters are  ̴ 56 and  ̴ 65 nm, respectively, 
indicating shell thicknesses of  ̴  20 and  ̴ 30 nm. Compared with the Fe3O4@SiO2 nanoparticles, 
the Fe3O4@SiO2@NH2 NPs present a mesoporous silica shell with open pores extending to the 
surface. These mesoporous shells, containing both primary and secondary amine groups, may be 
used for medical applications, as carriers of biological species, such as drugs, antibodies and 
proteins. Compared with Fe3O4@NH2 NPs, we find that the silica coatings result in better 
dispersibility and stability in aqueous solution, as shown in Figure 4-2. This may be because of 
hydrogen bonding with the solvent. Considering the different surface functional groups and 
microstructures, we were curious as to whether these features affect their cytotoxicity. 
 




Figure 4-2: Optical photographs of Fe3O4@OA NPs, which can be easily dispersed in hexane 
(left); after silica coating, the Fe3O4@SiO2 NPs can be dispersed in aqueous solution (right). 
The XPS survey spectra for the nanoparticles are seen in Figure 4-3, and the relative 
concentrations of the elements found in Tables 4-I and 4-II. As Table 4-I indicates, the shells are 
sufficiently thick to obviate the detection of Fe.  
Table 4-I : Elemental composition on NPs surface 
 
Because the attenuation length of the Fe2p electron is ̴ 1.3 nm, the probe depth (three times the 
attenuation length) is  ̴ 4 nm; this means that all the shells are at least 4 nm thick. The presence of 
trace Si in the case of Fe3O4@OA is probably because of contamination. 
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Figure 4-3: XPS survey spectra of (a) Fe3O4@OA, (b) Fe3O4@NH2, (c) Fe3O4@SiO2 and (d) 
Fe3O4@SiO2@NH2 NPs 
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The relative elemental concentrations of NPs as synthesized, on contact with the culture medium 
at a concentration of 100 µg/mL and on cell contact, are found in Table 4-II, and are given as 
histograms in Figure 4-4. Table 4-II and Figure 4-4 show that, on contact with both culture 
medium and cells, the NPs undergo changes in carbon, nitrogen, and oxygen concentrations, 
indicating surface modification. 
On exposure to culture medium, this probably occurs through corona formation by one or more 
of the medium components. For the @NH2-terminated shells, the elemental concentrations do not 
appear to change after subsequent cell contact; however, for @SiO2-terminated shell, there is a 
clear enrichment in both O and N, indicating corona modification. 
 
Figure 4-4 : Elemental composition of NP surfaces before and after suspension in the Ham’s F-
12K, as determined by XPS. E, elements; AS, as synthesized; CM, after suspension in the culture 
media; C, after contact with cells 
4.4.2 Viability of cells after incubation with nanoparticles 
4.4.2.1 Assessment of cellular morphology on exposure to Fe3O4@OA  
The capacity of the A 549 cell line to maintain morphology, on 24 and 72 h incubation with 
functionalized SPIONs, was determined by optical microscopy, using Fe3O4@OA, and the results 
are found in Figure 4-5. The photomicrographs show that the cell morphology was altered, 
compared with the controls. Growing the cells with SPIONs produced a significant difference of 
the lateral extension of the cells, compared to that of the control cell population [Figure 4-5(a–
d)]. After 72 h, the morphology of the cells did not improve with time; the A 549 cells shrank and 
became irregular in shape [Figure 4-5(d)]. This effect of Fe3O4@OA on cell morphology is 
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surprising, and certainly not because of chemical reaction with the NP surface CH3 groups.
 
Figure 4-5: Morphological differences of the A549 cells before and after exposure to 
Fe3O4@OA. (a) Control: no treatment during 24 h, (b) exposure for 24 h, (c) control: no 
treatment for 72 h, (d) exposure for 72 h. 
4.4.2.2 Assessment of cell proliferation after 72 h of exposure to Fe3O4@OA. 
Figure 4-6(a) shows a photomicrograph of the A 549 cells cultured without particles (control). As 
seen, the cells are confluent. Figure 4-6(b–d) present photomicrographs of A 549 cells cultured 
with Fe3O4@OA. After 72 h, the cells show a significant dose-dependent reduction in their 
growth capacity. The photomicrographs reveal that, with increasing concentration, from 0.15 to 
0.90 mg/mL, cells become rounded and lose cell-to-cell and cell-to-dish contact. These 
concentrations also lead to a detectable decrease in proliferation and to a cell morphology 
alteration. 
 
Figure 4-6: Reduction of cellular proliferation with increasing concentration of NPs: (a) Control, 
(b) 0.15, (c) 0.47, and (d) 0.90 mg/mL. 
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4.4.2.3 Determination of LDH leakage.  
The rupture of the cell membrane induces the release of LDH into the extracellular medium, with 
the quantity of LDH that is salted out in the culture medium being proportional to cellular death. 
The percentage of LDH was calculated by dividing the quantity in the medium (sample tested) by 
the positive control (lysed cells). The negative control consisted of cells unexposed to NPs, in 
their culture medium. The results represent the average of three independent experiments. For the 
three types of NPs, we find that the quantity of LDH begins to increase, corresponding to lower 
viability, beginning between 50 and 100 µg/mL for both Fe3O4@NH2 and Fe3O4@SiO2@NH2 
(Figure 4-7). Both have the same surface functionalities and amine concentrations after 
suspension in culture medium (see Table 4-II, column CM). However, as mentioned earlier, they 
differ in size (Figure 4-1). Given the size differences, we believe that the rate difference involves 
the difference in size, and are pursuing this in our present studies. This view is supported by 
previously published studies (Oh et al., 2010; Thorek & Tsourkas, 2008). 
 
Figure 4-7: Effect of nanoparticles on the secretion of LDH by A549 cells. 
4.4.2.4 Quantification of cytokines by ELISA.  
Our aim was to see whether NPs, when exposed to the cells, induced the secretion of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-6. The A549 cells were exposed to several concentrations of 
Fe3O4@NH2, Fe3O4@SiO2, and Fe3O4@SiO2@NH2 NPs, as with the LDH test. The quantitative 
evaluation of IL-6 was carried out as described in the Methods section. The control consists of 
cells in the culture medium without NPs. The results confirm those of the LDH test: large 
quantities of IL-6 are produced by cells exposed to high concentrations of all the functionalized 
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NPs. Cells show a significant difference from the control, at concentrations of 50 and 100 µg/mL 
(Figure 4-8), although lower concentrations (10 µg/mL and less) do not show such a difference.  
 
Figure 4-8: Quantity of IL-6 secreted by A549 cells exposed to NPs at various concentrations 
 
4.4.2.5 Assessment of cell viability by MTT test. 
 The results of the MTT assays show that exposure to both Fe3O4@NH2 and Fe3O4@SiO2@NH2 
NPs caused similar reductions in cell viability as a function of time, compared with Fe3O4@SiO2, 
which is different (Figure 4-9). However, all the NPs are seen to become more toxic with time, 
especially at low concentrations (Figure 4-10). 
 
Figure 4-9 : Cellular viability as a function of duration, at a NP concentration of 200 µg/mL. 
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Figure 4-10 : Cellular viability after 72 h of exposure of NPs left in the culture medium for 2 (N) 
and 24 h (NT) before contact with the cells. 
 
4.5 Discussion 
As indicated in the Introduction, the biocompatibility of SPIONs is a prerequisite for any clinical 
use. Up to now, the overwhelming majority of reports have claimed that SPION are biosafe 
because they are presumably bio-inert and/or because their metabolite, Fe, is essential for living 
organisms and thus biocompatible. Many studies have also shownno adverse effects on potential 
cytotoxicity and cell function at low doses (10 pg Fe/cell) for optimal MRI cell tracking (Kroll, 
Pillukat, Hahn, & Schnekenburger, 2009). The conclusion of biosafety, however, may be 
premature, given the lack of criteria for evaluating the safety and toxicity of these nanomaterials. 
Indeed, growing evidence has demonstrated that SPION labeling more or less alters several 
cellular events of mesenchymal stem cells (Bulte, 2009). Therefore, the effects of SPIONs on 
diverse aspects of cellular activities should be carefully evaluated even though such NPs are 
generally considered biocompatible at present. 
4.5.1 Cell morphology 
A change in cell morphology is one of the first signs of its exposure to toxic products (Kostura, 
Kraitchman, Mackay, Pittenger, & Bulte, 2004). After 24 and 72 h of Fe3O4@OA NP exposure, 
the cell morphology was found to be altered (Fig. 5), characterized by a reduction of the lateral 
extension of the cells. This indicates a reduced adhesion of the cells to the substrate [Fig. 5(b,d)], 
indicating a disturbance of the structure and function of the cytoskeleton, and suggesting that the 
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CH3-functionalized NPs have caused deterioration in elements of the matrix (probably 
fibronectin and biopolymers, as was found for NH2 functionalization (AshaRani, Low Kah Mun, 
Hande, & Valiyaveettil, 2009) that influence cellular proliferation. 
Fe3O4@OA is found to be toxic for A549 cells. Similar results have been reported by Yin and his 
collaborators, who demonstrated that the Fe3O4@OA (CH3-exposed) were more cytotoxic than 
Fe NPs with two layers of oleic acid (COOH-exposed) (Christopher, Judge, Vincent, Higgins, & 
McKeown-Longo, 1999). Their study indicated that oleic acid, per se, is not cytotoxic; however, 
when spatially aligned, on being coated onto the NPs, cytotoxicity was observed. Our viability 
results suggest that the cellular responses depend on several parameters, of which NP 
functionalization is only one. As a result of this finding, we have initiated a testing program to 
determine these parameters. 
4.5.2 Effect of nanoparticle functionalization 
Besides the NP size, the chemical nature of its surface appears to determine the intensity of the 
biological effects with significant differences between different types of coating because of their 
differing surface chemistries that react in different fashions with the components of the culture 
medium before reacting with the cells. That appears to explain why cells exposed to NPs with an 
amine coating (Fe3O4@NH2 and Fe3O4@SiO2@NH2) react with the same tendency, compared to 
one with a silica coating (Fe3O4@-SiO2) at a concentration of 200 µg/mL. We are presently 
exploring this with other functionalized nanoparticles, and will report our findings in a future 
paper. 
4.5.3 Effect of corona 
We can observe the initial effect of a coating when NPs are suspended in solution. Some coating 
reduces the interaction between NP themselves, which reduces aggregation, while other coatings 
facilitate dispersion. Figure 4-2 shows the @OA coating that does not mix with water, and the 
@SiO2 coating, which is more dispersible. The state of agglomeration of Fe3O4@OA in water is 
a parameter that may be a bias in our cytotoxic analysis, as well as that of Yin et al. (Yin, Too, & 
Chow, 2005), discussed above. Fe3O4@NH2 and Fe3O4@SiO2@NH2 NPs contain exposed amine 
groups, and Fe3O4@SiO2 NPs contain exposed hydroxyl groups, both groups assuring good 
aqueous dispersibility. The TEM images in Figure 4-1(b–d) confirm this, and no particle stacking 
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is observed. Cell viability assays indicate that the presence of the NPs reduces cell viability 
significantly (p < 0.05), as compared to the cells that were not exposed. One possible explanation 
for this may be that these NPs are taken up by the cells as a result of endocytosis, promoting 
apoptosis (Gupta, A. K. & Gupta, 2005a). 
Despite the fact that exposure to NPs reduces viability, we note that those with silica coatings are 
less toxic than those with amine group coating, as shown in Figure 4-9. NP interactions with cells 
depend on their surface chemical properties, which may be explained by their interactions with 
components of the cell medium and the resultant modification of the NP surface (Gupta, Ajay 
Kumar & Curtis, 2004). Thus, the NP coating has an important role to play in cellular functions, 
including cell growth, migration, differentiation, survival, and tissue organization. 
Regarding safety assessments, it is increasingly evident that nanomaterials cannot be treated in 
the same manner as chemical compounds. Interactions between NPs and nutrient medium 
components occur, and must have an impact on any subsequent cyto- and genotoxicity test 
results. 
The growth factors, amino acids, and nutrients necessaryto support cell growth, contained in 
nutrient media, are demonstrably adsorbed onto the NP surfaces, forming coronas (Lynch & 
Dawson, 2008). The variations of relative elemental concentrations we determined by XPS 
(Table 4-II), on NP contact with the culture medium, indicates corona formation prior to cell 
contact. The influence of this interaction on cellular response varies with time, as illustrated in 
Figure 4-10. The results of such interaction remain to be identified by more specific analysis, a 
study necessary to determine the specific chemical groups that influence cell viability. 
4.5.4 Effect of culture medium 
During viability assay, the SPIONs are added to Ham’s F-12K, which contains amino acids, 
inorganic salts, vitamins, etc., as described by the manufacturer (ATCC, A. T. C. C., 2004). 
There are interactions reported between chemical groups on the NPs and various components of 
the medium in which they are suspended (Allouni, Cimpan, Hol, Skodvin, & Gjerdet, 2009; 
Buford, Hamilton, & Holian, 2007); these interactions appear to influence the state of 
agglomeration of the NPs and the materials adsorbed on their surfaces. The effective unit of 
interest in the cell-nanoparticle interaction is, then, not the NP but the corona-covered NP. It is 
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the nature of the organization of the absorbed biomolecules on the NP surface, and any 
subsequent change in their epitopes, that determines the initial biological response to the presence 
of NPs. Because nutrient media differ, the interactions we identified must be specific to Ham’s F-
12K (Allouni et al., 2009); this is presently being explored. 
In the present study, we examined the effect of a wide range of NP concentrations on A549 cells. 
LDH and IL-6 essays show that our NPs have low toxicity overall, becoming toxic to A549 cells 
at concentrations above 50 µg/mL. 
The MTT assay shows that, at a concentration of 200 µg/ mL, no difference is observed after 24 h 
exposure of the three types of NPs, but after 48 and 72, the amine-coated NPs (Fe3O4@NH2 and 
Fe3O4@SiO2@NH2) show a decreasing viability while the silica-coated NPs (Fe3O4@SiO2) 
shows better viability. In addition, the MTT assay shows that all the NPs suspended in culture 
medium for 2 h before exposure to A-549 cells are less toxic than when they are suspended for 24 
hours, suggesting a time-dependent surface chemical change at the NP surface. 
As mentioned earlier, a good correlation already exists between the ELISA and LDH results 
(Figs. 7 and 8, both containing results for 100 µg/mL for 24 h). We note that the percentages of 
cell viability obtained with the MTT test showed a remarkably similar significant decrease in 
viabilityafter 24 hours in contact with all three types of NPs, at a concentration of 200 µg/mL 
(Figure 4-9). We have every reason to believe that the trends indicated in Figures 4-7 and 4-8 will 
persist to a concentration of 200 µg/mL.  
4.6 Conclusions 
We have determined the cytotoxicities of several functionalized magnetite NPs, including 
Fe3O4@NH2, Fe3O4@SiO2, and Fe3O4@SiO2@NH2. All show cytotoxic effects at concentrations 
above 50 µg/mL. The first, and most readily noticeable, effect is the alteration of cell shape, but 
there are also mitochondrial dysfunction, an increase of LDH leakage, and IL-6 secretion. These 
cellular responses depend on several parameters, including: 
1. Surface functionalization: the MTT assay reveals functionalization- dependent cytotoxicity of 
NPs towards epithelial cells. 
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2. Corona formation: XPS analysis has shown corona formation on the NP surface on suspension 
in culture media. 
3. A dynamic interaction between NP and culture medium: the time of suspension has an impact 
on cell response. 
Further studies are in progress to identify the specific bimolecular interaction with the 
functionalized surfaces and their effect on subsequent cell contact. 
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5.1 Abstract 
The physicochemical properties and potential cytotoxicity of nanoparticles (NPs) are 
significantly influenced by their interaction with proteins, which results in corona formation. 
Here, we have determined whether corona formation, resulting from interactions between 
superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) and different cell culture media, may have 
consequences for driving NP toxic effects. To address this issue, complementary methods were 
used. The determination of the hydrodynamic size distribution by ζ (zeta) potential measurement 
indicated that SPIONs were negatively charged under all conditions but that the actual charge 
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was differed with the cell culture medium used. In vitro protein adsorption studies were carried 
out using the Bradford protein assay and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The 
Bradford assay revealed that the concentration of unadsorbed proteins and other biomolecules 
decreased when the SPION concentration increased. FTIR showed that the proteins were, indeed, 
adsorbed onto the NP surface. This was followed by matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight secondary ion mass spectrometry (MALDI TOF-SIMS), to identify the adsorbed 
proteins. Ultimately, three different cell viability assays led to the conclusion that the SPIONs 
were not toxic for all the concentrations used here. In summary, we found that corona formation 
on the SPIONs depends on the composition of the culture media but has no consequence for 
nanotoxicity. We have shown that the application of complementary methods has provided novel 
insights into SPION/protein interactions. 
5.2 Introduction 
In recent years, the application of nanoparticles (NPs) to nanomedicine, particularly as prodrugs, 
has led to a surge in the number of papers devoted to the chemical characterization of their 
surfaces and how their chemistry influences interactions with biological fluids. Since bodily 
fluids, such as blood, may contain several thousand proteins, the formation and characterization 
of the protein corona that forms around the NPs have received much attention. An abundance of 
papers in this particular area has led to attempts, welcomed by workers in the field, to critically 
review their findings. A partial list of recent reviews of nanoparticle-corona interactions (also 
couched as feature articles, perspectives, opinions, etc.) is found in references (Auffan, Bottero, 
Chaneac, & Rose, 2010; Casals & Puntes, 2012; Lynch et al., 2007). Despite the fact that these 
are serious reviews, they give, at times, opposing views while referring to the same studies; as 
Pelaz et al. note, “Although trends for protein-NP interactions have emerged, counter-examples 
are not rare” (Pelaz et al., 2013).  
Further, as Walkey and Chan (Walkey & Chan, 2012) note, “Despite a great deal of empirical 
evidence, a clear relationship between the synthetic identity of a nanomaterial, and the structure 
and composition of the protein corona has not yet emerged.” This may well be due to two factors: 
first, in the vast majority of cases, we have little knowledge of the chemistry of the NP surface, 
although it appears that, with what we do know, batch-to-batch surface chemical reproducibility 
may not be possible (Franca, Zhang, Veres, Yahia, & Sacher, 2013b). 
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Second, we have no idea, except in rare cases (Natte et al., 2013), what the NP corona looks like. 
Google Images, queried on May 29, 2013, using the phrases, “protein dimensions” and 
“nanoparticle protein corona”, returned hundreds of cartoon models of what the protein 
conformation that is adopted on the NP is thought to look like, with the exception of the single 
HRTEM photomicrograph cited above (Natte et al., 2013). Indeed, since protein dimensions may 
vary over several orders of magnitude (Maiorov & Crippen, 1992; Vogler, 2012), ranging from 
substantially smaller than our NPs to substantially larger, and we know neither the protein 
conformation adopted in the corona nor the extent of NP coverage, we may have no idea which 
of the two is the dog and which, its tail.  
The corona presents biological properties that depend on protein adsorption affinity and 
conformation, and the exposure of novel epitopes (Cedervall, Lynch, Lindman, et al., 2007; Jiang 
et al., 2010). Consequently, the encounter between a NP and a cell is governed by the properties 
of the protein corona rather than those of the original NP surface (Stark, 2011). More specifically, 
the identification of the adsorbed proteins and the evaluation of their lifetimes on NP surfaces (as 
governed by kinetic rates vs. thermodynamic stability) are very important, as they shape protein-
NP interactions (Lynch et al., 2009; Walczyk, Bombelli, Monopoli, Lynch, & Dawson, 2010). 
Therefore, better understandings of the NP-protein complex and of the structural and dynamic 
properties of the protein corona, at the molecular level, are essential to the development of 
functionalized NPs that are medically safe. However, the challenge in assaying toxicology is that 
many NPs have been found to interfere with currently used in vitro assays (Kroll, Pillukat, Hahn, 
& Schnekenburger, 2012; Monteiro-Riviere, Inman, & Zhang, 2009), so it is necessary to 
validate, or to amend, these existing assays to overcome this problem. Moreover, a standardized 
assessment is necessary so that results from different laboratories, which may use slightly 
different techniques or culture media, can be compared. 
In this article, we use a batch of Fe3O4 NPs, also known as superparamagnetic iron oxide NPs 
(SPIONs), which previously underwent exhaustive surface characterizations, both at the chemical 
and morphological levels (Poulin, Franca, Moreau-Belanger, & Sacher, 2010). We know their 
surface chemical structure and the contaminants present there. What we want to know are 
whether and how they bond to the proteins present in a well characterized serum (fetal bovine 
serum, often used in cell media), how the cell medium, itself, affects these processes, and their 
consequences for driving potential toxic effects of these SPIONs. In this study, we have 
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examined whether the influence of corona formation on cell viability occurs in the short or long 
term, and whether the types of adsorbed protein and their relative quantities have consequences 
for driving SPION toxic effects. Because the identification of weakly bound (“soft” corona) 
proteins is beyond our present capacity, we limit ourselves to the identification of the strongly 
bound (“hard” corona) proteins. 
5.3 Materials and methods 
The magnetite (Fe3O4), > 99% pure, was purchased from Alfa Aesar (#44120) and used without 
further purification; it is the same batch previously characterized by us (Poulin et al., 2010). Cell 
culture media (DMEM, DMEM/F12 and Ham’s F12-K) were purchase from American Type 
Culture Collection (ATCC, USA), and their complete formulations are available on line.  The 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) kit was obtained from 
Trevigen, the PrestoBlue Cell Viability Reagent was obtained from Invitrogen, the fetal bovine 
serum (FBS) and Trypan Blue from Gibco Invitrogen, and the Serum-Free Media Supplement 
(SFMS) from Peprotech, Inc. 
5.3.1 Particle Preparation 
Corona formation was carried out by transferring the SPIONs into one of the cell culture media 
(DMEM, DMEM/F12 or Ham’s F12-K), containing 1% (v/v) penicillin/streptomycin antibiotics, 
without serum or with either 10% FBS or 1.5% SFMS. Each suspension was sonicated for 30 s, 
(Misonix Sonicator S-4000), to disperse the particles, and was then mixed on a rotating wheel for 
1 h. Taking into consideration the magnetite concentrations most used in the literature (Ge et al., 
2009; Hussain, Hess, Gearhart, Geiss, & Schlager, 2005), and the fact that the human dose 
recommended for lymphography is < 45 µmol/kg (Dousset et al., 1999), each stock solution was 
serially diluted to yield three concentrations: 10, 50 and 100 µg/ml (6.1, 30.3 and 60.6. µg/cm3) 
(Wottrich, Diabate, & Krug, 2004). Serum-free SPION suspensions were prepared at these 
concentrations, in both pure water and cell culture media for comparison purposes, by adding the 
SPIONs to the medium of interest. While all suspensions were characterized, only those in 
culture media containing FBS and SFMS were used for the cellular viability tests. 
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5.3.2 Particle characterization 
5.3.2.1 Dynamic Light Scattering and Zeta (ζ) Potential Measurements. 
The SPIONs samples were analyzed at a temperature of 25o C. Control measurements were 
carried out using culture media and serum solutions in the absence of nanoparticles. The 
instrument employed was a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK), using a 633 nm laser.  
Particle hydrodynamic size was obtained by measuring the time-dependent fluctuations of 
dynamic light scattering arising from the SPION suspension undergoing random Brownian 
motion: the diffusion coefficient of the particles is deduced and analyzed to give the mean 
hydrodynamic diameter.  
For the ζ potential measurement, the instrument uses laser Doppler electrophoresis to measure the 
net velocity of the SPIONs in the liquid under an applied electric field. The results are given as 
mean values of three different samples.  
5.3.2.2 High Resolution Transmission Electron Microscopy (HRTEM) 
We chose to see how the protein corona conformed to the shape of the SPION, by comparing 
photomicrographs before and after corona formation, and how the culture medium influenced the 
conformation. HRTEM samples were prepared by incubating the SPIONs in culture media 
supplemented with serum at 37 °C for 1 h. The samples were then centrifuged to a pellet 
containing the protein–SPION complex. The pellet was washed with water, to remove unbound 
and loosely bound (soft) protein components. After re-suspension in water, a drop of the 
suspension was placed onto a carbon-coated nickel grid (300 mesh), followed by evaporation. 
HRTEM images were recorded with a JEOL 2000FX electron microscope. 
5.3.2.3 In vitro protein binding assays  
There are several methods currently used to analyze the corona qualitatively and quantitatively. 
We have chosen to concentrate on matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
secondary ion mass spectrometry (MALDI TOF-SIMS), Fourier transform infrared spectroscopy 
(FTIR) and the Bradford protein assay because they are very sensitive and reliable, and because 
complex mixtures can be separated accurately, using only a few micrograms of sample. With 
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MALDI TOF-SIMS and FTIR, proteins adsorbed onto the SPION surface are identified, while 
the Bradford protein assay quantifies the proteins that were not adsorbed.  
5.3.2.3.1 Protein adsorption studies using the Bradford protein assay 
Three concentrations of SPIONs (10, 50 and 100 µg/ml) were added to the various culture media, 
supplemented with 10% FBS or 1.5% SFMS. The suspensions were run through a strong 
magnetic field, using magnetic-activated cell sorting (MACS) to trap the SPIONs in the magnetic 
column, collecting the flow-through fraction. These fractions, containing the proteins that did not 
adsorb on the NP, were analyzed according to Bradford (Karatas et al., 2009; Simon-Deckers et 
al., 2008) using bovine serum albumin (BSA) as the standard. All the measurements were done in 
triplicate, and the average values are presented. This method is regularly employed to study 
protein adsorption in biomaterials (Karatas et al., 2009). 
5.3.2.3.2 Protein adsorption studies using FTIR 
We initially used centrifugation to isolate the SPIONs suspended in the different culture media. 
This method may be used to analyze hard and soft coronas. However, because the pellet formed 
at the bottom of the tube could also entrain a small quantity of medium, which would serve to 
distort the results, we ultimately chose a second method, where suspensions were run through a 
strong magnetic field, using MACS to trap the SPIONs, while collecting the flow-through 
fraction for the Bradford assay. While this latter method avoids the trapped solution problem, the 
washing step removes the soft corona, permitting the observation of only the hard corona. A 
Thermo Scientific model Nicolet 6700 FTIR spectrometer, with a SMART iTR attenuated total 
reflectance probe, was used to record spectra, in the range 500-4000 cm-1, at 4 cm-1 resolution; 64 
scans were co-added to improve S/N.  
5.3.2.3.3 Protein adsorption studies using MALDI TOF-SIMS  
MALDI TOF-SIMS is a soft ionization technique, which involves the initial generation of gas-
phase analytes from the solid. It is the technique of choice for protein corona studies, as it 
provides qualitative and quantitative information regarding the protein mixture, and ensures high 
resolution and reduced cost (Rezwan et al., 2004).The principles of this method have previously 
been described (Barbucci et al., 2005; Mahmoudi, Lynch, et al., 2011). Briefly, subsequent to 
protein corona formation from culture media supplemented with 10% (v/v) FBS (1 h at room 
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temperature), the SPIONs in 1 ml of each sample were attracted to the bottom of the sample vial 
by an external magnet, and the supernatant was removed. Each sample was washed three times 
with 1 ml of water and, each time, a magnet was used to isolate the SPIONs from the solution. 
Ten µl of the collected SPIONs were diluted with 15 µl of 0.1% trifluoroacetic acid (Sigma-
Aldrich). Half a µl of the dispersion was deposited onto a stainless steel target and 0.5 µl of the 
matrix solution (a saturated solution of sinapinic acid (Fluka) in 1:1 acetonitrile (Fisher 
Scientific) : 0.1% TFA) was applied onto the SPIONs, and dried before analysis. The instrument 
used was a Bruker Reflex IV MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker-Franzen Analytik, 
Germany). It uses a pulsed N2 UV laser (337 nm, 3 ns pulse width) for protein ionization and 
delayed extraction, combined with time-of-flight analysis for mass separation. Linear detection 
was employed, with a post-acceleration of 10 keV for improved sensitivity. For our experiments, 
the laser power was adjusted to approximately 80% of its maximum, for greatest ion yields, and 
the spectra presented are the sum of 1,000 pulses. External calibration was performed on a bovine 
serum albumin standard, with three point calibration, using the [M + H]+, [2M + H]+ and [M + 
2H]2+ ions. All experiments were performed in triplicate. 
5.3.3 Cytotoxicity Assays  
5.3.3.1 Cell culture 
The A549 cell line was purchased from ATCC. This cell line has been shown to grow in the three 
culture media used in the present study (Griesser et al., 2004; Kingshott, St John, Chatelier, & 
Griesser, 2000). Cells were cultured in DMEM, supplemented with 10% heat-inactivated FBS 
and 1% penicillin/streptomycin. Cells were maintained at 37 ◦C, in a humidified atmosphere of 
5% CO2 and 95% air. When cell monolayer confluency was reached, cells were enzymatically 
detached (0.1% trypsin-EDTA) and transferred to a fresh culture flask or 96-wells plate for 
assessing cell viability. 
5.3.3.2 Cellular viability assays  
The effects of SPIONs on the viability of A549 cells were determined with three different assays.  
The PrestoBlue assay measures cells metabolic activity through the reduction of the non-
fluorescent resazurin molecule to a fluorescent metabolite. This assay is a relevant indicator to 
quantify cell viability. A549 cells were seeded into 96-well plates at a density of 5 x 103/100 µl 
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per well for 24 h. Cells were then incubated in the presence or absence of different concentrations 
of SPIONs for 24 h. Cell viability was measured according to the manufacturer’s instructions. 
Briefly, 10 µl of the PrestoBlue solution were added to wells for 30 min of incubation. Then, 100 
µl of supernatant from each well were transferred to a black plate, after which fluorescence, at 
560 nm excitation was measured at 590 nm emission. Similar experiments were performed but 
with no cells (cell-free system) for the determination of potential interferences with the 
PrestoBlue assay.  
The MTT assay used followed the method of Mosmann et al.(Mosmann, 1983), with some 
modifications applied by the manufacturer (Trevigen, Inc.). Briefly, cells were seeded on a 96-
well plate, at a concentration of 1 x 104/100 µl per well for 24 h, then cells were incubated with 
SPIONs as described above. After 24 h, 10 µl of MTT reagent were added to cell cultured wells, 
and plates were placed in an incubator for 4 hours. Mitochondrial dehydrogenases of viable cells 
reduced the yellowish, water-soluble MTT to water-insoluble purple formazan crystals. When the 
purple precipitate was clearly visible under the microscope, 100 µl of detergent reagent were 
added for formazan solubilization. After 2 hours, the optical density was read at 570 nm, with 
655 nm as the reference wavelength, using a Bio-Rad microplate reader. Cell-free system 
experiments were performed for the determination of potential interferences with the MTT assay 
A third cell viability assay was added, which consists of measuring the exclusion of Trypan Blue 
dye by viable cells, and its incorporation in dead cells. Cells were seeded, at 1 x 105 cells/500 µl 
per well, in a 12-well plate, for 24 h. These cells were incubated with  SPIONs (100 µg/ml) for 
24 h, then enzymatically detached by trypsinization; 100 µl of the suspension were collected for 
the Trypan Blue exclusion, transferred to Eppendorf tubes and mixed with 20 μl of 1X Trypan 
Blue dye . Cell numbers were determined and the percentage of viable cells was calculated as: 





5.4.1 Particle Characterization 
5.4.1.1 Protein adsorption from culture media 
5.4.1.1.1 HRTEM 
In Figure 5-1a, the protein layers appear as grey shadows around the dark particles. This clearly 
indicates that, as with the photomicrograph realized by Natte et al., the protein conforms to the 
shape of the SPION. Thus, new epitopes must be exposed, rendering it essential to determine 
corona toxicity. 
5.4.1.1.2 Protein adsorption using the Bradford assay 
As shown in Figure 5-1b, on addition of SPIONs to all the culture medium, there is a slight 
decrease in absorbance in the presence of both FBS and SFMS, even at the lowest concentration 
of 10 µg/ml.  These results indicate decreases of concentrations of protein (in the presence of 
FBS) and amino acid (in the presence of SFMS) in solution. However, the decrease is more 
visible in DMEM/F12, supplemented with FBS, than in any other media, suggesting that 
DMEM/F12 promotes a more abundant adsorption of proteins onto the SPIONs. Furthermore, the 
concentrations of unadsorbed proteins and amino acids decreased with increasing iron oxide 
concentrations. 
5.4.1.1.3 FTIR analysis of protein adsorption on SPIONs 
The adsorption of proteins on the surfaces of SPIONs, immersed in DMEM/F12 cell culture 
medium containing 10% FBS, was observed by FTIR (Figure 5-1c). The peaks at 1650 and 1540 
cm-1 correspond to the amide I and amide II vibrations, respectively. The same peaks (not shown) 
were also observed for the samples of SPIONs immersed in F12K and DMEM culture media 
containing 10% FBS, but were absent in all other cases. Their intensity ratios, where observed, 
were the same for all the samples.  
5.4.1.1.4 MALDI TOF-SIMS analysis of protein adsorption  
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MALDI TOF-SIMs has proven to be a very useful technique in detecting proteins adsorbed to 
surfaces (Barbucci et al., 2005; Mahmoudi, Lynch, et al., 2011), particularly from complex 
protein solutions, such as FBS. In addition to its sensitivity and rapid screening, this technique 
permits analyses of a wide variety of proteins and peptides (Wang, K. Y. et al., 2008).  Further, 
compared to other corona analysis techniques found in the literature, such as one- or two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, it also permits us to analyze the corona without 
having to remove it from the SPION, avoiding any unintended denaturation and fragmentation 
that may occur during protein desorption. 
Figure 5-2 presents MALDI TOF-SIMS spectra, after 1 h exposure to 10% FBS in DMEM, 
DMEM/F12 and F-12K culture media, following washing. They show the spectra, ranging from 0 
to 75 kDa, of material desorbed from the SPIONs at concentrations of 50 (Figure 5-2-i) and 100 
(Figure 5-2-ii) µg/ml. These spectra demonstrate, first, that the SPIONs eject low molecular 
weight material (1-11 kDa) from DMEM and DMEM/F12 while, for F-12 K, additional material 
is ejected, up to about 69 kDa for the 50 μg/ml concentration. Since the material at 1 kD and 
below is also ejected from bare SPIONs, it clearly represents the adsorbed hydrocarbon layer 
found in the original characterization (Poulin et al., 2010). 
 
Figure 5-1: a) HRTEM photomicrographs of hard protein coronas formed in the various media, 
supplemented with FBS, after washing. b) Protein adsorption ability of SPIONs in the various 
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Figure 5-2: MALDI TOF-SIMS spectra of SPIONs after 1h of incubation at 37°C, at 
concentrations of 50 µg/ml (i) and 100 µg/ml (ii), in the various culture media, supplement with 
10% (v/v) FBS: (a) DMEM; (b) DMEM/F12 and (c) F-12K. 
After 1 h of incubation, the amount of material ejected from SPIONs exposed to the DMEM/F12 
medium is greater than that ejected from SPIONs exposed to the other two media, since the 
intensities of the peaks for DMEM/F12 are three times higher than for DMEM or F-12K at any 
concentrations. This confirms the results obtained with the Bradford assay, where the reduction 
of protein in the culture medium used to suspend the SPIONs was more pronounced for 
DMEM/F12 than for the other two media (Figure 5-1b). 
Figure 5-3 shows spectra from SPIONs after 24 h exposure to 10% FBS and SFMS, respectively. 
The spectra range from 10 to 70 kDa. The large number of peaks present in these spectra, indicate 
that many different serum proteins adsorb to the SPION surface with time. As expected, no 
protein is adsorbed in the case of SFMS (Figure 5-3d). 
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Figure 5-3: MALDI TOF-SIMS spectra of SPIONs after 24h of incubation at 37°C, at a 
concentration of 100 µg/ml, in the various culture media that have been supplemented with 10% 
(v/v) FBS: (a) DMEM; (b) DMEM/F12 and (c) F-12K. (d) in culture media supplemented with 
SFMS. 
5.4.1.2 Hydrodynamic size distribution  
The SPION was initially characterized for its size distribution and zeta potential in water. As seen 
in Figure 5-4a, the mean particle size and percentage size distribution both increase with 
concentration in water suspension, and the distributions of particle diameters are not Gaussian at 
100 µg/ml. Additionally, the shift toward larger size (Figure 5-4a) is accompanied by a decrease 
in zeta potential (Figure 5-4b). 
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Figure 5-4: Sizes and ζ potentials of SPIONs in water at three concentrations (10, 50 and 100 
µg/ml); (a) hydrodynamic diameters of SPIONs, measured by dynamic light scattering (DLS); (b) 
ζ potentials of the same particles, measured by electrophoresis. 
 
The characterizations of SPION interaction with the culture media were performed by suspending 
the SPIONs in each of them, supplemented with either 10 % FBS or 1.5 % SFMS. Our results 
show that the hydrodynamic diameter increased in all media, in a concentration-dependent 
manner (Figure 5-5). However, because of the high ionic strengths of the chemicals dissolved in 
the culture media, there is no noticeable change of ζ potential from one concentration to another, 
as shown in Figure 5-6. If we compare the conditions, the diameter increase appears to be less in 
the presence of FBS than of SFMS, whatever the medium and the concentration, but if we 
compare the culture media, the SPIONs suspended in DMEM/F12 have a hydrodynamic size 
smaller than in the other two media. 
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Figure 5-5: Size distribution of SPIONs prepared in DMEM (A-C), F-12 K (D-F), DMEM/F-12 
K (G-I) at three different concentrations: A (10), B (50) and(C) 100 µg/ml. 
5.4.1.3 Zeta potential measurement 
These measurements were employed to characterize the SPION surface charges in the various 
media used (Figure 5-6). They are negatively charged under all conditions, becoming less so 
when dispersed in the cell culture media, as shown in Figure 5-6. In water, the ζ potential 
increased with concentration, from -41.9 at 10 µg/ml to -14.3 at 100 µg/ml; in the three cell 
culture media, the changes were more constrained, ranging between -13 and -7.  
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Figure 5-6:  potentials of in different dispersion media at concentrations of 10, 50 and 100 
µg/ml. 
 
This behavior in aqueous solution was explored by determining the isoelectric point (IEP) as a 
function of SPION concentration. A plot of the IEP as a function of SPION concentration (Figure 
5-7) was linear, extrapolating to a pH of ~ 4 at zero concentration, and reaching an upper pH 
limit of ~ 9 at concentrations of ~ 150 μg/ml and above. It is interesting to note that carboxylic 
acids have pKa values of ~ 4, and that Fe-OH has an IEP of ~ 9 (Kosmulski, 2009). This behavior 
is explained in the following manner: at infinite dilution, we are measuring the contribution of the 
partially oxidized hydrocarbon surface layer. In fact, França et al., in their characterization of the 
presently used SPIONs, found, but did not detail in that article, that the ratio of C-C (285.0 eV) : 
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C-OH (285.9 eV) : C=O (286.9 eV) : COOH (289.6 eV) = 0.43 : 0.34 : 0.16 : 0.07 (Poulin et al., 
2010). As the SPION concentration increases, so does agglomeration, through H-bonding of the 
COOH groups at the surface, as found in the present work (Figure 5-4a). Such bonding depletes 
the unbonded COOH groups capable of ionizing, permitting the detection of the ionization of the 
previously masked Fe-OH groups also present at the surface.  
 
Figure 5-7: Zeta potential measurements of Fe3O4 SPIONs in water. The graph indicate the 
isoelectric point depending on the concentration of Fe3O4.We found that the lowest isoelectric 
point value is around 4 for the concentration less than 10 µg / ml. this value increases with the 
concentration to reach a plateau at about 9. 
 
5.4.2 Cytotoxicity Assays  
The viability of A549 cells was not altered when SPIONs were incubated in DMEM, F-12K or 
DMEM/F12 culture media, in the presence of FBS, except at 100 µg/ml in DMEM/F12, a 
concentration that caused an insignificant (p < 0.05) decrease in cell viability (Figure 5-8). 
However, in the presence of SFMS, SPIONs were significantly toxic in F-12K for concentration 
as low as 50 µg/ml (p < 0.05), although not in DMEM or DMEM/F12 (Figure 5-8). There was an 
insignificant increase in mitochondrial activity at the 100 µg/ml level in DMEM culture media 
supplemented with SFMS (Figure 5-8-a). Cell-free system analyses indicated that the degree of 
this interference varied according to the concentration of the SPIONs, with a change in optical 
density from 0.05 AU for cell culture media without SPIONs, to about 0.200 AU for 100 µg/ml. 
The data of Figure 5-8 were corrected for this interference. 
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Figure 5-8: Effect of SPIONs on the mitochondrial function of A549 cell incubated for 24 h in 
three different culture media containing FBS or SFMS. Cells were exposed to different 
concentrations of SPIONs for 24 h. At the end of the incubation period, mitochondrial function 
was determined using the MTT reduction assay. Data are shown as the mean ± SD of three 
independent experiments. The asterisk (*) denotes a statistically significant difference from non-
treated control (p < 0.05). 
In contrast to the MTT assay, when assessing cell viability with PrestoBlue, SPIONs showed no 
cytotoxic effects for A549 cells (Figure 5-9). For the PrestoBlue assay, graphene oxide was used 
as the positive control. The cell-free system indicated no interference of SPIONs, irrespective of 
the culture medium used (data not shown). To confirm the PrestoBlue results, we added a third 
assay, the Trypan Blue exclusion test. The data confirmed that SPIONs cause no deleterious 
effects in A549 cells; however, there was a significant increase in cell proliferation when cells 
were incubated with SPIONs in the DMEM/F12K supplemented with FBS (p < 0.05), when 
compared to the two other cell culture media tested (Figure 5-10).  
 
Figure 5-9: Cellular metabolism was determined using the PrestoBlue assay. The concentration 
of 100 µg/ml of graphene oxide was used as the positive control. There is no significant different 




Figure 5-10: Effect of different SPIONs on the viability A549. Cells were treated with a 
concentration of 100 µg/ml for 24, in the presence of FBS and SFMS, prior to the cell viability 
being determined by the Trypan Blue exclusion test assay. Data are shown as the mean ± SD of 
three independent experiments. There is no significant difference, compared with the 
corresponding non-treated control, except in the case of DMEM/F12 with FBS, (p < 0.05).    
5.5 Discussion 
5.5.1 Adsorption of proteins from culture medium  
The presence of a protein corona was confirmed using four different techniques. The Bradford 
analysis showed a substantial decrease in protein adsorption for SPIONs incubated in 
DMEM/F12 + 10% FBS, compared to either DMEM or F-12K supplemented with FBS. This 
indicates that the combination of DMEM and F-12K promotes the formation of a more abundant 
protein corona than either of the individual components, demonstrating that protein adsorption is 
strongly affected by the composition of the culture medium. As shown in Figure 5-5, 
hydrodynamic size analysis revealed that this protein adsorption synergy inhibits SPION 
agglomeration.  
TEM photomicrographs (Figure 5-1a) show coatings around SPIONs immersed in the cell culture 
media containing 10% FBS and FTIR spectra (Figure 5-1c) contained amide I and amide II 
vibrational peaks. Amide group vibrations of the backbone receive the most attention in protein 
IR spectroscopy because they are native to all proteins (Ganim et al., 2008). The amide I band 
(1600–1700 cm-1) is, by far, the most studied because its line shape is sensitive to the type and 
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amount of secondary structures, and is not strongly influenced by side chains (Barth & Zscherp, 
2002). The amide II vibration is an effective solvent probe because it red-shifts 100 cm-1 upon 
deuteration of the amide group. The presence of these vibrations confirms protein adsorption 
(Cavalu & Simon, 2007).  
MALDI TOF-SIMS has permitted the identification of some of these proteins. Figure 5-2 shows 
very little adsorbed protein after 1 hour of incubation, which corresponds to the very early phase 
of protein adsorption.  A possible explanation for the small number of proteins can be found in 
the destruction of the weak bonds (soft corona) between proteins and nanoparticles during 
washing.  After 24 h of incubation, the number of adsorbed proteins in the hard corona is higher. 
While the types of protein adsorbed are almost the same for all cell culture media, the quantities 
adsorbed differ from one medium to another (Figure 5-3). Literature reports (Qian et al., 2005) 
were used to interpret the spectra; we tentatively use the attributions of proteins detected in 
human serum, since such knowledge is unavailable for bovine serum.  
One protein found in all spectra appears at 8.5-8.7 kDa. According to the literature (Boyd et al., 
2011), it corresponds to apolipoprotein C-II. In addition, we found apolipoprotein A-1, at 27-28 
kDa, and apolipoprotein D, at 33 kDa. The highest molecular weight protein detected, with a 
molecular weight of 66-68.9 kDa, is attributed to albumin, which is the most abundant protein in 
FBS.  While it is expected to be one of the first proteins adsorbing to the SPION surface 
(Andrade & Hlady, 1986; Vroman, Adams, Fisher, & Munoz, 1980), it is only present in small 
amounts in all the culture media. After 1h incubation, albumin is adsorbed only from the F-12K 
culture medium. Immunoglobulin (Ig) chains were also present (23-25 kDa). The peak at 46.2 
kDa is attributed to α-1-antitrypsin. There are two other proteins detected, both tentatively 
assigned to apolipoproteins: these include apolipoprotein C-III (10.2 kDa) and, possibly, 
apolipoprotein B100 (15.3 kDa). However, the peak at 15.3 kDa has several other possible 
candidates, including prealbumin (15.7 kDa), and hemoglobin-β fetal chain (15.9 kDa). 
Remarkably, no apolipoprotein A1 (30.3 kDa), convergently transcribed with apolipoprotein C-
III, is detected; this means that apolipoprotein A1 is not adsorbed into the corona, and may have 
been lost during the conformational changes occurring on corona formation, as seen in Figure 5-
1a. 
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5.5.2 Effects of corona on NP surface properties  
The ζ potential becomes more negative as the average hydrodynamic size decreases. The 
electrostatic repulsive force is then dominant over the van der Waals force, such that 
agglomeration is suppressed. When the value of the ζ potential approaches 0, this repulsive force 
is weakened, due to low surface charge, and the hydrodynamic size increases. Under these 
conditions, agglomeration occurs, and the agglomerate quickly settles out of solution, due to 
gravitational forces. In this regard, our results show that the SPIONs used in this study 
agglomerate in all solutions, although they have greater stability in water, with its higher 
dielectric constant, than in culture media, with or without FBS.  The stability of the SPIONs in 
water is due to the presence, and stabilization, of a highly negatively charged surface, as 
indicated by the negative ζ potentials (Figure 5-4b), which induce a strong electrostatic repulsion 
force between particles. 
Regarding the effect of culture media, two situations arise. In the first, we observed (Figure 5-5) 
that the SPIONs aggregated when transferred to all the culture media, without FBS or SFMS. 
This situation is explained by the suppression of the double layer by the high ionic strengths of 
the media, which reduces the electrostatic repulsion barrier, as indicated by the drop in the 
magnitude of the ζ potential (Figure 5-6) from -40 to approximately -10 mV.  
In the second situation, the presence of 10% FBS showed a significant reduction in the 
hydrodynamic sizes of the aggregates, less, even, than that of water at low SPION concentrations 
(10 µg/ml). The adsorption of proteins onto the surfaces of SPIONs had previously been shown 
to proceed immediately upon contact with physiological fluids; forming a corona around the 
particles (Lynch & Dawson, 2008). The presence of such a protein corona was demonstrated for 
our SPIONs, incubated in the three media containing 10% FBS (Figures 5-5). The reduction of 
the hydrodynamic size in the presence of FBS is consistent with the presence of a corona, which 
serves to prevent agglomeration (Schulze et al., 2008).  
5.5.3 Cytotoxicity 
Previous studies used culture media, such as DMEM, Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 
medium or DMEM/F12(Chen, Z. P. et al., 2009; Horie, Nishio, Fujita, Endoh, et al., 2009; 
Maiorano et al., 2010), supplemented with FBS, along with various techniques used to analyze 
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the effect of cell culture media on the formation of the corona and its influence on cytotoxicity. 
We have built on these previous studies. In particular, we used two substantially different culture 
media (DMEM and F-12K), as well as a third, which is their 1:1 mixture. We also used two types 
of serum, both natural (FBS) and synthetic (SFMS). In addition, our new characterization 
techniques complement those previously used. As a result, our results add to, and enlarge upon, 
those previous studies. 
Throughout this study, we maintained a constant cell line (A549) and viability assays 
(PrestoBlue, Trypan Blue and MTT), and the same experimental conditions, but with different 
culture media, to assess potential cytotoxicity of SPIONs as a function of difference in corona 
formation. As noted, the A549 cell line is widely used in the literature and can be grown in the 
culture media used here (Chairuangkitti et al., 2013; Horie, Nishio, Fujita, Endoh, et al., 2009).  
It was previously recommended that the extent of cytotoxicity should be determined using at least 
two experimental methods, including an assay to assess cellular membrane damage and one to 
verify cellular reduction change (Kim, H., Yoon, Lee, & Jeong, 2009). The Trypan Blue assay is 
appropriate for determining the number of cells with/without membrane damage, as is the 
PrestoBlue assay for assessing relative cell number estimations and mitochondrial dysfunction. 
According to the cell viability results in Figure 5-9 and 5-10, the SPIONs have no toxicity. 
Despite this fact, the number of cells in the case of synthetic serum still remains lower than in the 
presence of FBS. 
The absence of toxicity could be explained by the fact that the concentrations tested were not 
toxic to the cell line A549. The composition of the corona, nearly identical after 1 and 24 h of 
incubation, could explain why there is no difference in cell viability between the culture media. 
However, the fact that the SPION in DMEM/F12 proteins adsorb faster, after 1h of incubation, 
than in the other two media, may promote proliferation, as is indicated in Figure 5-10 (culture 
media with FBS). 
Liu et al. showed that the aggregation of CeO2 NPs increased as a function of initial NP 
concentration; however, when FBS was added to the DMEM/F12, interactions between NPs and 
proteins occurred, leading to NP disaggregation (Liu, W. et al., 2013). Our results showed that 
there is an aggregation of SPIONs, once suspended in culture media, but this was less 
pronounced in the presence of proteins (FBS); further, the aggregation is greater in the culture 
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medium alone, as compared to the medium containing SFMS. Due to the presence of van der 
Waals and electrostatic forces, our SPIONs are prone to form aggregates when dispersed in 
aqueous buffers. Consequently, different approaches are commonly used to form a reasonably 
stable suspension, such as suspension in media containing FBS (Geys, Nemery, & Hoet, 2010; 
Safi, Sarrouj, Sandre, Mignet, & Berret, 2010). Our results show that the composition of the hard 
corona and the state of aggregation of SPIONs in a cell culture medium are additionally 
influenced by the composition of the medium, itself. Further, FBS influences the aggregation of 
SPIONs, which, in turn, influences the cellular response. 
Cell-free system experiments revealed that interferences of SPIONs with cell viability assays 
depend on the composition of the culture media. In our characterizations, we analyzed both the 
proteins adsorbed and those remaining in the culture medium after adsorption. We found that not 
only are proteins adsorbed, in the case of culture media containing FBS, but amino acids are also 
adsorbed, in the case of the same culture media containing SFMS. Based on these observations, 
our MTT results suggest that it is the corona-coated SPIONs that affect interference. 
5.6 Conclusions 
At the early stage of adsorption, protein-NP interactions are mediated differently by different 
culture media, as we found for DMEM, F-12K and DMEM/F12, supplemented with FBS. TEM 
photomicrographs revealed the conformations of the coronas formed, and DLS,  potential, 
MALDI TOF-SIMS and FTIR data revealed important effects on the status of the SPIONs 
mediated by these media: first, SPIONs underwent agglomeration upon dispersal in cell culture 
media, but media enriched with FBS showed a considerable agglomeration reduction, attributed 
to the formation of the protein corona. In addition, while DMEM/F12 induced a greater protein 
adsorption, F-12K induced adsorption of a wider variety of proteins, demonstrating that the 
culture medium influences the proteins that are adsorbed at the short term. The results of our 
cytotoxicity assays indicate that the SPION concentrations used are not cytotoxic, but it was 
observed that early stage corona formation can influence cell response. The concentration-
dependent SPION interference for the optical measurements, used to determine cellular metabolic 
activity (MTT), clearly indicate the need for the standardization of cytotoxicity test protocols that 
consider the use of all experimental parameters, such as the choice of the culture medium, the 
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6.1 Abstract 
Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) have been prepared, and coated with 
positively (-NH3
+) and negatively (-COO-) charged shells. These NPs, as well as their “bare” 
precursor, which actually contain surface hydroxyl groups, have been characterized in vitro, and 
their influence on a human epithelial cell line has been assessed in terms of cell metabolic 
activity, cellular membrane lysis, mitochondrial activity and reactive oxygen species production. 
Their physicochemical characterizations and protein-nanoparticle interactions have been 
determined, using dynamic light scattering, high resolution transmission electron microscopy, 
matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF) spectrometry, and 
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Coomassie Blue fast staining. Cell–SPION interactions have been determined by PrestoBlue 
resazurin-based, Trypan Blue dye exclusion-based, and MTS cell proliferation assays, as well as 
by reactive oxygen species determination.  The results show that different surface characteristics 
cause different protein corona and cell responses. Some proteins (e.g., albumin) are adsorbed 
only on positively charged coatings and others (e.g., fibrinogen), only on negatively charged 
coating.  No cell deaths occur, but cell proliferation is influenced by surface chemistry. 
Proliferation reduction is dose-dependent, and highest for bare SPIONs. Negatively charged 
SPIONs were the most biocompatible.  
6.2 Introduction 
Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs), with appropriate surface chemistries, 
have been widely used in numerous in vivo applications, such as magnetic resonance imaging 
contrast enhancement(Fukuda et al., 2006; Peng, X. H. et al., 2008; Yang, H. et al., 2011). tissue 
repair(Xu, H. H., Smith, & Simon, 2004) immunoassays, detoxification of biological 
fluids(Gupta, A. K. & Gupta, 2005b), hyperthermia(Sonvico et al., 2005; Zhao, D. L., Zeng, Xia, 
& Tang, 2009), drug delivery(Chen, D. Y. et al., 2010; Ling, Wei, Luo, Gao, & Zhong, 2011; 
Zhang, Y., Kohler, & Zhang, 2002) and cell separation(Schoepf, Marecos, Melder, Jain, & 
Weissleder, 1998; Weissleder, Cheng, Bogdanova, & Bogdanov, 1997).  
All these applications require special surface coating that are not only non-toxic and 
biocompatible, but also permit targeted delivery to a chosen area of the body. The natures of 
surface coatings, and their subsequent geometric arrangements on the SPIONs, determine not 
only the overall size of the particle, but also play a significant role in biokinetics, opsonisation 
and distribution in the body. SPIONs are composed of a magnetic core, are generally spherical, 
and have a silica shell produced from the hydrolysis of orthoesters of silicic acid, such as 
aminopropyltriethoxysilane (APTES), carboxyethylsilanetriol (CES) (Subbiahdoss et al., 2012), 
N-[3-(trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine (TPED) (Lin, Chen, Lin, Chen, & Chiou, 2011) 
and 3-(triethoxysilyl)propyl succinic anhydride (TEPSA) (Stanicki et al., 2014). The formation of 
amino- or carboxylic acid-functionalized SPIONs is a critical step in covalently linking SPIONs 
to biomolecules, where the functionalizations act as covalent bridges. The cellular interaction of 
SPIONs is one of the challenges in current nanotoxicological research programs(Dusinska et al., 
2009; Kim, J. E., Shin, & Cho, 2012; Unfried et al., 2007). Although a variety of preclinical 
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studies dealing with SPION cytotoxicity exist in the recent literature, conclusions concerning the 
toxicity of a particular SPION should be viewed cautiously, due to the complexity of the 
mechanisms determining the potential interactions at the SPION-cell and/or SPION-extracellular 
matrix interfaces(Dusinska et al., 2009). To our knowledge, there are several physicochemical 
metrics that must be addressed in SPION-induced cytotoxicity effects. These include size and 
size distribution, shape, topology, molecular weight, the state of aggregation or agglomeration, 
extent of purity, impurity profiles, chemical composition, stability and, especially, surface 
characterization(Albanese, Tang, & Chan, 2012; Choi & Choy, 2011; Hong et al., 2011; Singh, S. 
K. et al., 2011). 
With each new development in nanotoxicological research, it becomes clearer that some critical 
determinants of the biological behavior of functionalized SPIONs are to be found in both their 
surface and core features. One should be aware that the surface properties related to different 
functional components at the SPION surface may modulate some cytotoxic effects, as has been 
reported in normal and cancerous mammalian cells(Grudzinski et al., 2014; Kai, Xiaojun, 
Ximing, Zhenqing, & Qiqing, 2011). It is well recognized that, on contact with a biological 
medium, SPION surfaces are immediately covered by various types of proteins(Mahmoudi, 
Lynch, et al., 2011). This adsorption confers a new “biological identity” to the SPION, which 
determines the subsequent cellular/tissue response(Rahman, Laurent, Tawil, Yahia, & 
Mahmoudi, 2013). The composition and quantity of both soft and hard protein coronas are 
strongly dependent on the surface properties of the SPIONs and the composition of the biological 
milieu. Therefore, the proper in vitro toxicity assessment of SPIONs requires their 
comprehensive physicochemical characterization by multi-parametric biological studies that 
cover the broad spectrum of SPION-cell interactions.  
Our laboratory is developing an inhalable SPION-based prodrug capable of delivering nitric 
oxide (NO). The reason is that, during surgery, pulmonary hypertension and its deleterious 
effects may be aggravated by the release of vasoactive substances, during cardiopulmonary 
bypass (CPB), by a reduction of endogenous NO or by the obligatory myocardial 
ischemia(Seghaye et al., 1997; Solina et al., 2000). In this scenario, inotropes, pulmonary 
vasodilators, or inodilators (inotropes with pulmonary vasodilatory properties) are frequently 
used to facilitate separation from CPB. These agents are all nonspecific vasodilators, and 
invariably result in a degree of systemic vasodilation that often necessitates therapeutic 
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intervention with vasopressors. The therapeutic utility of inhaled NO derives from its specificity 
as a pulmonary vasodilator, as well as its attendant beneficial effect on pulmonary 
ventilation/perfusion dynamics. However, NO has a short in vivo half-life, of the order of 
seconds. In an attempt to develop NO donors that could provide controlled and prolonged NO 
release, several types have been designed and evaluated, both in vivo and in vitro(Jo et al., 2009; 
Kim, J. et al., 2011; Seabra et al., 2007; Shin, Metzger, & Schoenfisch, 2007; Zhou, Annich, Wu, 
& Meyerhoff, 2006). Our group previously reported(Zhang, X. F. et al., 2012a) how Fe3O4-silica 
core-shell SPIONs were synthesized so as to chemically store and release NO, by functionalizing 
the silica shells with S-nitrosothiols that spontaneously release NO through the homolytic bond 
cleavage of the S-N bond under physiological conditions. The delivery of NO molecules at 
specific tissue sites that provide therapeutically effective release, while reducing any toxic side-
effects of the delivery vehicles, still remains challenging. The best delivery vehicle should 
integrate biocompatibility, targeting and controlled release.  
In this study, we synthesized two potential NO carriers, analyzed their physicochemical 
characteristics and evaluated their biocompatibility at every stage of their functionalization. 
Monodisperse SPIONs were synthesized by the polyol method(Forge et al., 2008), and 
functionalized with either 3-(triethoxysilyl)propyl succinic anhydride (TEPSA) or N-[3-
(trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine (TPED), bearing, respectively, COOH (on anhydride 
hydrolysis) and NH2 groups. These surface groups have many advantages(Barick, Aslam, Prasad, 
Dravid, & Bahadur, 2009), among them endowing the SPIONs with good water dispersibilities 
while oppositely charged.  
To aid in our choice of the appropriate coating for NO attachment, we considered the 
biocompatibility effects of unfunctionalized (“bare”) and functionalized SPIONs on epithelial 
alveolar cells, to determine how such effects depend on the surface groups present. Metabolic 
activity, cellular membrane toxicity, mitochondrial activity and reactive oxygen species were 
examined, and were interpreted as functions of SPION size, shape, zeta potential, hydrodynamic 
diameter distribution, corona composition and surface characteristics. 
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6.3 Materials and methods 
6.3.1 Chemical Reagents 
Ferric chloride solution (FeCl3, 45%), ferrous chloride tetrahydrate (FeCl2.4H2O) and sodium 
hydroxide were purchased from Fluka; diethyleneglycol (DEG), dimethylformamide (DMF), 
acetone, diethyl ether and N-[3-(trimethoxysilyl)propyl] ethylenediamine were purchased from 
Sigma-Aldrich; 3-(triethoxysilyl)propyl succinic anhydride was purchased from ABCR 
Chemicals. All were used without further purification. Ultrafiltration membranes (MWCO = 30 
kDa) were purchased from Millipore. 
 
Dulbecco's Modified Eagle Medium/Ham's F-12 mixture (DMEM/F12) and PrestoBlue reagent 
were purchase from Life Technology; L-glutamine, fetal bovine serum (FBS), 
penicillin/streptomycin, Trypan Blue and DCFH-DA (2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate) 
powder were purchased from Sigma-Aldrich, the reduced GSH kit was purchased from Cayman, 
the Coomassie Blue dye was purchased from Bio-Rad and the MTS kit was purchased from 
Promega. 
6.3.2 Synthesis of SPIONs 
6.3.2.1 Preparation of bare Fe3O4 
Bare SPIONs were prepared by co-precipitation of iron salts in DEG according to a protocol 
previously described (Forge et al., 2008). Brieﬂy, a mixture of ferrous chloride tetrahydrate (45 
mmol, 8.9 g) and ferric chloride (45%, 9.1 ml, 37 mmol) in DEG (250 ml) was heated at 170°C 
under nitrogen while stirring. After 15 min of heating, 15 g of solid sodium hydroxide were 
added. The solution was stirred for 1 h at 170°C, before being cooled. The SPIONs were isolated 
from the solution by magnetic decantation, after which the black precipitate was washed five 
times with aqueous nitric acid (200 ml, 1 M). Finally, the SPIONs were dispersed in deionized 
water, sonicated for 45 minutes, and centrifuged (16,500 G) for 45 minutes to remove aggregates. 
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6.3.2.2 Preparation of Fe3O4@NH2.  
TPED (50 mmol, 10.8 ml) was slowly added to an aqueous suspension of SPIONs (200 ml; [Fe] 
= 25 mM) at 50°C. The mixture was then heated at reflux for 2 hours. After cooling, the 
suspension was purified by membrane filtration (MWCO = 30 kDa) and finally centrifuged 
(16,500 g) for 45 minutes.  
6.3.2.3 Preparation of Fe3O4@COOH.  
Briefly, TEPSA (7.1 ml, 25 mmol) was slowly added to a suspension of NPs in DMF (50 ml; 
[Fe] = 100 mM). Water was then added (4.3 ml), followed by an aqueous solution of TMAOH (1 
M; 2.5 ml, 2.5 mmol), at room temperature, under stirring. The solution was heated at 100°C for 
24 h, under continuous stirring. The SPIONs were collected after pouring the suspension into an 
acetone/diethylether mixture, followed by magnetic decantation. After washing with acetone, the 
black precipitate was dispersed in water and purified by membrane filtration (MWCO = 30 kDa), 
and finally centrifuged (16,500 g) for 45 minutes.  
6.3.3 Particle Characterization 
The morphologies and size distributions of the three SPIONs were investigated by high 
resolution transmission electron microscopy (HRTEM). The hydrodynamic size distribution and 
zeta potential of the particles were performed on a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments), 
using a HeNe laser (633 nm), at 25°C. The zeta potential was determined as a function of pH 
(ranging from 2.0 to 13.0), by means of a Multi Purpose Titrator, Malvern Instruments, using 
solutions of HNO3 and NaOH. The zeta potentials of the three SPION, suspended in phosphate-
buffered saline (PBS), DMEM/F12, DMEM/ F12 containing a synthetic serum (SFMS) and 
DMEM/F12 containing fetal bovine serum (FBS), were also determined. 
6.3.4 Protein Adsorption onto the SPIONs 
For protein binding studies, the three SPIONs were incubated with the cell culture medium, 
supplemented with 10 % FBS, for 24 h at 37°C. After incubation, the SPIONs were separated 
from the solution by centrifugation, and the supernatant solution was analyzed, using the 
Bradford assay, to determine the unbound protein concentration(Lu, Li, Huang, & Zhang, 2007; 
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Pareek, Gillgren, & Jonsson, 2013). All the measurements were carried out in triplicate, and the 
average values are presented. 
To identify the adsorbed proteins, the pellet obtained after centrifugation was washed in water 
three times, and analyzed by MALDI-TOF SIMS(Chang, S. Y. et al., 2007; Mbeh et al., 2014). 
Briefly, the pellet obtained after the washing step was resuspended in 15 µl of 0.1% 
trifluoroacetic acid (Sigma-Aldrich). Five µl of the suspension were deposited onto a stainless 
steel target and 1 µl of the matrix solution (a saturated solution of sinapinic acid (Fluka) in 1:1 
acetonitrile:0.1% trifluoroacetic acid) was applied onto the SPIONs, and dried before analysis. 
6.3.5 Cytotoxicity Assay 
6.3.5.1 Cell culture 
The A549 human lung epithelial cancer cells were purchased from the American Type Culture 
Collection (ATCC). They were routinely cultured in DMEM/F12, supplemented with L-
glutamine, 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin. These cells were maintained in a T25 cell 
culture flask, at 37°C, in a humidified 5% CO2 atmosphere and harvested at 80% confluency, 
using trypsin/ethylenediaminetetracetic acid. Harvested cells were counted, using the Trypan 
Blue direct counting assay, and subsequently diluted to a concentration of 5 x 104 cells ml–1. 
6.3.5.2 Trypan Blue dye exclusion assay.  
The viable cell percentages were measured by Trypan Blue dye, staining those cells having intact 
membranes. A549 cells were cultured in a 12-well plate, at a density of 1×105 cells per well. The 
various SPIONs were introduced, at five different concentrations (50, 100, 500, 1000 and 2000 
µg/ml), into culture medium with or without serum, and incubated for 24 h. After incubation, the 
supernatant and adherent cells were evaluated by the Trypan Blue assay(Martin-Piedra et al., 
2014; Mickuviene, Kirveliene, & Juodka, 2004). Briefly, 100 µl of each supernatant were mixed 
with 20 µl of Trypan Blue. The adherent cells were detached by trypsin and resuspended in the 
culture medium containing FBS. One hundred µl of this suspension were mixed with 20 µl of the 
Trypan Blue solution. The numbers of living and dead cells were counted by hemacytometer. The 
viability values were derived by the following equation, and compared with the negative control: 
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Viable cells (%) = number of viable cells x100/(number of viable cells + number of nonviable 
cells). 
 
6.3.5.3 PrestoBlue cell metabolism assay. 
We evaluated the influence of all the SPIONs on cellular metabolism with the resazurin-based 
PrestoBlue (PB) assay. This assay is commercially available, and comes ready to use(Boncler, 
Rozalski, Krajewska, Podsedek, & Watala, 2014). Metabolically active cells are capable of 
reducing the PrestoBlue reagent, with the colorimetrically measured change used to quantify cell 
viability. Our assay was performed according to the manufacturer's protocol. A549 cells were 
seeded into 96-well plates, at a density of 5 x 103 per well, in 200 µl of cell culture medium, and 
incubated for 24 h to allow cell adherence. Cells were then incubated in the presence or absence 
of each of the SPIONs, in 100 µl of cell culture medium, for 24 h. Untreated cells were used as 
negative controls and cadmium telluride quantum dots were used as positive controls because 
they are not corrosive when in contact with culture media, and are considered extremely 
toxic(Nguyen, Seligy, & Tayabali, 2013). Cell culture media, with different concentrations of 
SPIONs, were used to substantiate any interferences phenomena. Cell metabolism was measured 
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the PB solution (10 µl) was added to each 
well after 24 h exposure; plates were then returned to the incubator for 30 min, after which 100 µl 
were transferred to a black well plate. Fluorescence readings of the wells were recorded by a 
Cytofluor fluorescence multiwell plate reader (Series H4000, PerSeptive Biosystems, 
Framingham, MA), with excitation at 530 nm and emission at 580 nm. Unfortunately, PrestoBlue 
underwent a dose-dependent interference at higher SPION concentrations, necessitating another, 
non-fluorometric assay.  
It should be noted that colorimetric and fluorometric dyes are proving to be problematic when 
incorporated into assays along with NPs. There is increasing evidence that certain NPs interact 
with these agents, leading to interferences which cause false absorbance or fluorescence results 
(Doak et al., 2009). 
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6.3.5.4 MTS assay to evaluate mitochondrial activity.  
MTS was chosen for this study, due to the solubility of the reduced product in culture medium 
and because our coated SPIONs were found to interfere with the PrestoBlue assay. The effect of 
SPION exposure on cell metabolic activity was evaluated using the commercial MTS assay (Cell 
Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay), according to the manufacturer’s 
procedure. The detection reagents used for this study were composed of solutions of (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) (MTS) 
and an electron coupling reagent (phenazine methosulfate, PMS), which is required as a redox 
intermediary, in a ratio of 20:1 MTS:PMS. The assay is based on the conversion of MTS into the 
soluble, colored formazan product by mitochondrial dehydrogenase enzymes in metabolically 
active cells, at 37°C. The amount of formazan produced by dehydrogenase enzymes is directly 
proportional to the number of living cells in the culture, and can be measured at 490 nm. Briefly, 
A549 cells were seeded in each well of a 96-well plate, at a density of 5 x 103 per well and fed 
with complete medium for 24 h. Cells were then exposed to SPIONs for another 24 h, before 
being washed twice; 20 µl of MTS:PMS reagents were then added to 80 µl of fresh medium and 
further incubated. After 1-2 h, the absorbance of colored product was measured at 490 nm, using 
an automated plate reader (Safire2, Tecan, Switzerland). The relative cell metabolic activity (%), 
related to control wells containing cell culture medium only, was calculated using the 
relationship: 
 
Relative cell metabolic activity (%) = (Atest – A CFtest) x 100/(Acontrol - ACFcontrol), 
 
where Atest is the absorbance of treated cells (sample), Acontrol is the absorbance of untreated cells 
(control), ACFtest is the absorbance of a SPIONs dispersion in cell-free medium, and ACFcontrol is 
the absorbance of cell-free medium.  
6.3.6 Determination of reactive oxygen species (ROS) 
To measure ROS generation, a fluorometric assay was performed, using the intracellular 
oxidation of 2,7-dichlorohydrofluoroscein diacetate (DCFH-DA) (Elbekai & El-Kadi, 2005; 
Fotakis, Cemeli, Anderson, & Timbrell, 2005). A549 cells were cultivated in 96-well plates, at a 
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density of 5 x 103 cells/well, and were allowed to grow for 24 h. After removing the medium, the 
cells were incubated for another 24 h with cell culture media that containing bare Fe3O4, 
Fe3O4@NH2 or Fe3O4@COOH, at concentrations of 100, 1000 and 2000 µg/ml). The cells were 
then washed with PBS, and loaded with 100 µl of DCFH-DA (20 µM) in DMEM/F12 with 5% of 
FBS, for 30 min. Following this, the supernatant was transferred to a black well plate.  Cells were 
washed with PBS, lysed with 1 M NaOH, resuspended in DMEM/F12 and transferred to the 
black well plate. Following this, the fluorescence of dichlorofluoroscein (DCF), which is the 
oxidation product of DCFH-DA, was measured using the GeminiXPS microplate 
spectrofluorometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), with excitation and emission 
wavelengths of 485 and 530 nm, respectively. The intensity values were related to those obtained 




6.4.1 Particle Characterization 
The easily dispersed SPIONs, with a narrow size distributions, are seen in Figure 6-1i, a-c. The 
standard deviation of the mean size was less than 10%, in all cases (Figure 6-1ii, a-c). 
Hydrodynamic diameters of 9.3  1.4, 10.1 ± 1.3 and 10.4 ± 1.6 nm were obtained for bare 




Figure 6-1: i) HRTEM images of a) Fe3O4, b) Fe3O4@NH2 and c) Fe3O4@COOH SPIONs;     
 ii) Size distributions of a) Fe3O4, b) Fe3O4@NH2 and c) Fe3O4@COOH SPIONs. 
 
The difference between the sizes of bare and coated SPIONs is attributed to the coating 
contributions, ~ 0.4 and 0.55 nm for Fe3O4@NH2 and Fe3O4@COOH, respectively. The particles 
used in this study exhibit narrow size distributions (Figure 6-2a). Zeta potential measurements 
were used to determine the charges of the SPIONs in different environments and to estimate 
isoelectric points (IEPs); the IEP is the pH at which there is zero total charge on the SPION 
surface. This was performed to investigate the surface charges, before and after incubation in 
different physiological media and DMEM/F12 cell culture medium, with or without serum. 
In Figure 6-2b, the surface charges in water, at physiological pH (7.4), were -25 mV for bare 
Fe3O4, +35 mV for Fe3O4@NH2 and -40 mV for Fe3O4@COOH; the IEP of bare Fe3O4 occurs at 
pH 6.1, which is in accordance with literature values(Liu, J. F., Zhao, & Jiang, 2008), while 
Fe3O4@NH2 had an IEP of 9.5, the pKa of amines, and is attributed to their presence on the 
surface(Rosenholm & Linden, 2008), and Fe3O4@COOH had a much lower IEP of 3.5, which is 
the pKa of carboxylic acids, present on the surface. 
The difference between the sizes of bare and coated SPIONs is attributed to the coating 
contributions, ~ 0.4 and 0.55 nm for Fe3O4@NH2 and Fe3O4@COOH, respectively. The particles 
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used in this study exhibit narrow size distributions (Figure 6-2a). Zeta potential measurements 
were used to determine the charges of the SPIONs in different environments and to estimate 
isoelectric points (IEPs); the IEP is the pH at which there is zero total charge on the SPION 
surface. This was performed to investigate the surface charges, before and after incubation in 
different physiological media and DMEM/F12 cell culture medium, with or without serum. 
In Figure 6-2b, the surface charges in water, at physiological pH (7.4), were -25 mV for bare 
Fe3O4, +35 mV for Fe3O4@NH2 and -40 mV for Fe3O4@COOH; the IEP of bare Fe3O4 occurs at 
pH 6.1, which is in accordance with literature values(Liu, J. F. et al., 2008), while Fe3O4@NH2 
had an IEP of 9.5, the pKa of amines, and is attributed to their presence on the surface(Rosenholm 
& Linden, 2008), and Fe3O4@COOH had a much lower IEP of 3.5, which is the pKa of 
carboxylic acids, present on the surface. 
 
Figure 6-2: (a) Size distribution of Fe3O4 (filled triangles), Fe3O4@COOH (filled circles) and 
Fe3O4@NH2 (empty circles).  (b) Evolution of the zeta potential with pH for Fe3O4 (filled 
triangles), Fe3O4@COOH (filled circles) and Fe3O4@NH2 (empty circles). 
However, there are changes in their surface charge on incubation in different physiological 
environments, as shown Figure 6-3. Bare Fe3O4 and Fe3O4@COOH are both negatively charged 
in all the physiological media used in this study, i.e., PBS, DMEM/F12 without serum, 
DMEM/F12 with synthetic serum and DMEM/F12 with 10 % FBS. However, Fe3O4@NH2 
remains positively charge in PBS and DMEM/F12 with synthetic serum, while becoming 
negatively charged in both DMEM/F12 without serum and DMEM/F12 with 10 % FBS. 
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At a SPION concentration of 1000 μg/ml, the absolute value of the charge on bare Fe3O4 is 
slightly greater than that of Fe3O4@COOH, when they are in both PBS and DMEM/F12 
containing 10% FBS. However, this value is greater for the Fe3O4@COOH in DMEM/F12 
culture medium without serum, and in DMEM/F12 with synthetic serum.  
 
Figure 6-3 : Zeta potentials of nanoparticles in (a) PBS, (b) DMEM/F12, (c) DMEM/F12 + 
SFMS  and  (d) DMEM/F12 + FBS, at concentrations of 100 and 1000 µg/ml.    
The main factor systematically considered in this study is the surface chemistry of the SPIONs, 
and how it dictates the interaction between SPION and serum proteins.  The quantitative analysis 
of protein adsorption by the Bradford assay confirms that such adsorption occurs on the three 
SPIONs (Figure 6-4). However, the quantities adsorbed do not show a significant difference 
among SPION types. Figure 6-5 shows MALDI TOF-SIMS spectra obtained with SPIONs 
incubated with culture media supplemented with 10 % FBS for 24 h. They indicate the types and 
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the relative amounts of the major proteins adsorbed.  On comparison, we find proteins that adsorb 
on all three types of SPIONs (an unidentified protein with a molecular weight of ~ 4 kDa, 
aprotinin with a molecular weight of ~ 7.5 kDa and a monomeric α subunit of bovine hemoglobin 
(bHb) with a molecular weight of ~ 14.8 kDa). However the amounts adsorbed vary from one 
type of SPION to another.  
 
We also find that there are proteins adsorbed on only the amine coating (Figure 6-5.b): 
recombinant human TFF1 (~ 7.9 kDa), the monomeric β subunits of bHb (~ 15 kDa) and albumin 
(~ 67 kDa). Apolipoprotein A II ( ~ 8.5 kDa), is adsorbed on the carboxylic acid coating. 
Ribonuclease (~ 13.7 kDa) is found on only the bare material (Figure 6-5.a), and α-fibrinogen (~ 

































Figure 6-5: MALDI TOF-SIMS spectra of proteins adsorbed on (a) Fe3O4, (b) Fe3O4@NH2 and 
(c) Fe3O4@COOH, after incubation with cell culture media (DMEM/F12) with 10 % FBS for 24 
h at 37°C.   
6.4.2 Biocompatibilities of SPIONs 
 
SPION cytotoxicities were analyzed by several techniques: i) two cytotoxicity tests (PrestoBlue 
and Trypan Blue) and ii) the detection of ROS generation. The results of all these techniques are 
in agreement: these SPIONs, exposed to A549 human lung epithelial cancer cells in DMEM/F12 
medium are not toxic under our experimental conditions. 
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6.4.2.1 Cell viability 
Cell survival was evaluated by Trypan Blue exclusion and the new, simple, rapid, live PrestoBlue 
assay, to monitor cell viability and cytotoxicity (Boncler et al., 2014). The Trypan Blue exclusion 
test revealed that, when compared to untreated cells, there was no mortality of cells treated with 
any of the SPIONs after 24 h, as shown in Figure 6-6A. We note that, in the presence of all the 
SPIONs, there is a dose-dependent reduction in cell proliferation (Figure 6-6B). However, 
Fe3O4@NH2 and Fe3O4@COOH can be considered non-toxic because biomaterials with cell 
viability greater than 80% are often recognized as biocompatible (Chang, Y. et al., 2011; 
Mahmoudi, Simchi, Milani, & Stroeve, 2009). Bare SPIONs inhibit the proliferation of A549 
cells, probably due to the fact that their surfaces are rich in hydroxyl groups, due to the 
hydrolysis of surface oxide.  
The PrestoBlue data, in Figure 6-7, indicated that all the three SPIONs reduced the viability of 
A549 cells in a dose-dependent manner, when compared to cells that were not exposed to these 
SPIONs. In the presence of FBS, Fe3O4@COOH is more biocompatible, up to the concentration 
of 1000 µg/ml, with viability greater than 80%, compared to control cells, while bare Fe3O4 and 
Fe3O4@NH2 presented viabilities greater than 80% at concentration of 100 µg/ml and less. 
 
Figure 6-6: Effect of the three SPIONs on the viability of A549 cells (A-Number of living cells; 
B- Number of dead cells). All incubations were carried out in the presence of serum. 
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Figure 6-7 : Effect of the three SPIONs, dispersed in DMEM/F12, on cellular metabolism. A- in 
the presence of fetal bovine serum (FBS);  B- in serum-free media supplement (SFMS). A549 
cells were treated for 24 h with five concentrations of each dispersion, and the metabolism was 
measured by PrestoBlue assay 
After 24 h of cell incubation, the MTS assays of bare Fe3O4 and Fe3O4@NH2 showed dose-
dependent reductions of mitochondrial activity (Figure 6-8A and B). One should note that 
Fe3O4@NH2 is not toxic because the value of the mitochondrial activity is above 80%, compared 
to the negative control. Bare Fe3O4 exhibited toxicity at concentrations above 100 μg/ml, while 
Fe3O4@COOH was not toxic, regardless of concentration. In the presence of proteins, the coated 




Figure 6-8: Cell viability of A549 cells after culturing with bare and coated SPIONs. The cells 
were exposed to SPIONs for 24 h and mitochondrial activity was determined by the MTS assay. 
 
6.4.2.2 In situ detection of ROS generation 
The possible induction of oxidant activity of these three SPIONs was measured by the 
fluorogenic probe, DCFH-DA (Wang, H. & Joseph, 1999).  On incubation of cells with SPION 
concentrations of 100, 1000, and 2000 µg/ml for 24 h, none of the three types of SPIONs tested 
produced significant amounts of ROS. As shown in Figure 6-9, the relative fluorescence, after 
SPION incubation, was similar to that of untreated control cells. A549 cells were exposed to 
tBHP (500 μM) for 1 h, as a positive control for the DCFH-DA assay. 
Fe3O4. The Fe3O4@COOH results were similar to those of untreated control cells, at all doses. 
For the SPIONs suspended in culture media with FBS (Figure 6-9-B), it is clear that they did not 
contribute to ROS generation, indicating that the effect of bare SPIONs on oxidative stress is 
reduced by the presence of a protein corona. 
Figure 6-9-A shows the results of the ROS assay, using culture media with synthetic serum. 
Compared to untreated cells, there is no significant difference in ROS production; however, bare 




Figure 6-9 : Quantification of oxidative stress in human epithelial cells treated with Fe3O4, 
Fe3O4@NH2 and Fe3O4@COOH for 24 h. Cells were incubated with these SPIONs for 24h and 
DCFH-DA was added before being analysed by fluorescence spectrophotometry at excitation and 
emission wavelength of 485 and 527 nm, respectively. Untreated cells were used to quantify 
basal oxidation, while tBHP (500 µM) was used as the positive control. Data are shown as mean 
± SD of 4 individual experiments. 
6.5 Discussion 
Inorganic SPIONs often have high surface energies, facilitating surface oxidation, which leads to 
particle aggregation and clustering (Zhang, Y., Sun, Kohler, & Zhang, 2004). Our TEM results 
(Figure 6-1) clearly demonstrate that the three SPIONs used here are well dispersed and present 
very narrow size distributions. Given the average size of the bare (9.3 nm) and functionalized 
(10.1 and 10.4 nm) SPIONs, one can estimate that the volume percentage of the coating 
thicknesses (~ 1 ± 0.2 nm) is about 10 %. As is found in the literature, the sizes of the SPIONs 
coated with amine (-NH2) and carboxylic acid (-COOH) groups are almost the same as those of 
the bare SPIONs (Hong et al., 2011; Stanicki et al., 2014). As illustrated by Seong et al., these 
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two coatings do not completely cover the surface of the core (Hong et al., 2011), as our results 
confirm.  
SPIONs have a strong tendency to interact with biomolecules (Xu, M. et al., 2012), such as 
proteins, in biological environments. These characteristics contribute to variable intracellular 
responses (Xia, T., Kovochich, Liong, Zink, & Nel, 2008). We included these occasionally 
overlooked factors into our design, in accordance with recent trends in nanotoxicology 
publications (Ehrenberg, Friedman, Finkelstein, Oberdorster, & McGrath, 2009; Horie, Nishio, 
Fujita, Endoh, et al., 2009; Worle-Knirsch, Pulskamp, & Krug, 2006). In water (as expected), and 
in PBS and culture media with synthetic serum, at high concentration (1000 μg/ml), both bare 
Fe3O4 and Fe3O4@COOH are negatively charged, and Fe3O4@NH2, positively charged, while in 
cell culture media with FBS (proteins), the three SPIONs are all negatively charged. Therefore, it 
appears that both the SPION surface chemistry and the environment are determining factors in 
surface charging. In this case, the medium controlled the surface charge. 
Since the presence of serum proteins affects the surface charges of the SPIONs, we examined 
their levels of protein adsorption. Our results show that they did not adsorb similar amounts of 
protein from the media. The lowest quantity and number of proteins adsorbed occurred on 
Fe3O4@COOH, followed by bare Fe3O4, with Fe3O4@NH2 having the highest adsorption in both 
quantity and number. Nel et al. (Nel, A. E. et al., 2009) reported that the proteins that bind most 
strongly to SPIONs, carbon nanotubes (CNTs), liposomes and polymeric NPs include albumin, 
immunoglobulins, complement, fibrinogen and apolipoproteins. 
We observed some degree of correlation in protein adsorption. The quantity of 4 kDa protein was 
higher on bare SPIONs (5000 arbitrary units), followed by the quantity adsorbed on Fe3O4@NH2 
(1000 au), with the smallest amount on Fe3O4@COOH (400 au). Functionalization does not 
provide a self-assembled monolayer, and exposed hydroxyl groups from the bare SPION surface 
appear to influence the adsorption of the 4 kDa protein.  
Carboxylic acid groups, found in large amounts on the surface of Fe3O4@COOH and in very 
small quantities on the bare material (Mireles et al., 2014), may influence the adsorption of 
fibrinogen, accounting for the amounts adsorbed: 1250 and 500 au, respectively.  Albumin and 
monomeric β bHB are adsorbed only in the presence of NH3+ (Mireles et al., 2014). Price et al. 
found that fibrinogen adsorption was greater on negative coatings (Price, Cornelius, & Brash, 
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2001), and Juliano and Lin reported that neutral or positively charged multilamellar coatings 
bound albumin and apolipoprotein (Patel & Moghimi, 1998). We cannot presently account for 
the adsorption of apolopoprotein A II.  
These results confirm what is found in the literature: the chemical composition of the SPION 
surface (the functional groups present) and the surface charge affect the characteristics of the 
corona formed in physiological fluids (Gunawan, Lim, Marquis, & Amal, 2014). Thus, upon the 
presentation of SPIONs (or other nanoparticles) to cells in physiological fluids, they quickly form 
biologically active protein coronas, which are, in fact, what the cells encounter.  
Several biological entities are known to either promote or retard the recognition of particles by 
phagocytes in vivo (Patel & Moghimi, 1998). Particle clearance by phagocytic cells is markedly 
enhanced when the surface of the particle to be removed is decorated with critical protein ligands 
that can interact with appropriate plasma lemma receptors on phagocytes. Such proteins are 
termed opsonins, indicative of their role in promoting particle recognition by the scavenger cells. 
In the literature, fibrinogen is considered a non-immune opsonin (Price et al., 2001). 
  
While opsonins promote phagocytosis, primarily by affecting the critical first step of attachment, 
in which they form a bridge between the phagocytic substrate and phagocyte, they are not 
generally regarded as being those factors which influence subsequent events in the process, such 
as internalization and/or digestion of phagocytic substrates. In many cases, the cooperation of a 
number of opsonic molecules may influence particle recognition by phagocytes. In our study, the 
adsorption of fibrinogen on Fe3O4@COOH reduced SPION toxicity. This had already been 
demonstrated in the literature: in vitro studies revealed a lower cytotoxicity of the methotrexate 
conjugate with fibrinogen, as compared to methotrexate alone, on the A549 cell line (Boratynski, 
Opolski, Wietrzyk, Gorski, & Radzikowski, 2000), and Torres and his collaborators showed that 
fibrinogen adsorption promotes the formation of larger and more multinucleated 
osteoclasts(Torres, Santos, Oliveira, & Barbosa, 2013). In contrast to opsonins, a number of 
naturally occurring substrates are known to inhibit phagocytic ingestion (Patel, 1992). Generally, 
these dysopsonins act either by altering the surface properties of the particle or phagocyte (or 
both), thereby interfering with or thwarting opsonization, or by altering the metabolic activity of 
the phagocyte, Albumin has dysopsonin-like activity (Ogawara et al., 2004). In light of the 
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influence of the coating on the adsorption of a specific protein (opsonins or dysopsonins), we can 
regulate the rate of NP clearance by phagocytes for an optimum drug delivery to a specific tissue.   
In vitro studies have shown that the corona formed by albumin reduces the toxicity of NPs (Peng, 
Q. et al., 2013). In our study, despite the fact that the amount of albumin adsorbed on 
Fe3O4@NH2 is small, this was sufficient to reduce its toxicity. The adsorption of opsonins by 
Fe3O4@COOH, and of dysopsonins by Fe3O4@NH2, reduced the toxicities of these two SPIONs, 
compared to bare SPIONs, which did not adsorb either fibrinogen or albumin, and which has the 
highest toxicity at concentrations greater than 100 µg/ml. These surprising results indicate that, in 
terms of cytoxicity, adsorbed opsonins and dysopsonins do not play opposite roles in vitro, as is 
the case in vivo. It was shown, in the same study, that, while the presence of fibrinogen revealed a 
lower cytotoxicity of the fibrinogen-MTX conjugate in vitro, the same fibrinogen-MTX 
conjugate showed a significantly increased lethal toxicity, in vivo (Boratynski et al., 2000).  
The presence of the protein corona affects cellular responses toward the SPIONs in a complex 
manner. Our results show that the viability and proliferation of the A549 cell line, exposed to the 
three types of SPIONs, were dependent on two factors: i) the type of coating, and ii) the SPION 
concentration. It is important to note that the two highest SPION concentrations used in this study 
(1 and 2 mg/ml) were much higher than concentrations generally used in the literature (10-500 
µg/ml) (Mahmoudi, Hofmann, Rothen-Rutishauser, & Petri-Fink, 2012; Naqvi et al., 2010; Ruan 
et al., 2011). Based on in vitro cytotoxicity assays, we conclude that coated SPIONs can be used 
in bio-applications over a broad range of concentrations, while bare SPIONs, whose surfaces are 
rich in hydroxyl groups, can be used at concentration below 100 µg/ml. Clearly, the presence of 
hydroxyl groups influences their potential for toxicity. 
Our observations are in agreement with other recent cytotoxicity studies on SPIONs. Several 
reports demonstrated that SPIONs with various physicochemical characteristics showed no 
cytotoxicity when used in a concentration range below 100 µg/ml (Ankamwar et al., 2010; 
Karlsson, Cronholm, Gustafsson, & Moller, 2008). Other studies indicate that SPIONs having 
core-shell structures caused a significant reduction in cell mortality (20% of control), at the 
lowest concentration studied (50 µg/ml), and induced further reductions at higher concentrations, 
reaching a plateau around 0.5 mg/ml (Gupta, A. K. & Gupta, 2005b).  
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These results are difficult to compare with other SPIONs, due to differences in experimental 
methods (Ito et al., 2007; Soenen, S. J., Himmelreich, Nuytten, & De Cuyper, 2011). However, 
Hussain et al. showed that exposure to uncoated SPIONs did not produce cytotoxicity up to the 
concentration of 100 µg/ml, although a significant effect was seen at 250 µg/ml (Hussain et al., 
2005). Berry et al. also analyzed (bromodeoxyuridine incorporation) the cell proliferation of 
A549 exposed to 50 µg/ml of dextran-derivatized (DD), albumin derivatized (AD) and 
underivatized bare SPIONs, and found that the cell proliferation was dependent on SPION 
surface modification (Berry, Wells, Charles, & Curtis, 2003).  Similarly, Gupta et al. have shown 
that bare SPIONs reduced cell adhesion/viability significantly, compared to those that were 
pullulan-coated (Pn-SPIONs), and cells that were not exposed to the SPIONs. The low toxicity of 
Pn-SPIONs was attributed to the fact that pullulan is hydrophilic and may protects surfaces from 
interacting with cells or proteins (Gupta, A. K. & Gupta, 2005a). In contrast, Jeng and Swanson 
showed that bare SPIONs did not induce cells to lose their viability (Jeng & Swanson, 2006). 
However, it is important to emphasize that the first step in developing functionalized SPIONs is 
to understand the biological behavior of bare SPIONs, since, once inside cells, they can be 
processed by intracellular pathways (e. g., endocytosis pathway) and separated from the 
conjugated molecules, leading to secondary effects on metabolism or cell functions. Although 
oxidative effects have been reported in human cells incubated with SPIONs (Bae et al., 2011; 
Klein, S., Sommer, Distel, Neuhuber, & Kryschi, 2012), we did not observe any increase in 
intracellular ROS, compare to the control, indicating that the toxicity induced at the highest dose 
(2 mg/ml) is probably caused by another mechanism.  
6.6 Conclusions 
A thorough study on biocompatibility of SPIONs coated with TPED and TEPSA has been carried 
out, confirming the influence of the surface charge and the influence of the molecular surface 
composition on the hard corona composition and, thereby, the cellular response. With the 
materials and cell line used in this work, the negatively charged TEPSA SPION is more 
biocompatible than both the positively charged TPED and the bare SPIONs, demonstrating that 
the impact of functionalization on cell response. None of the nanoparticles induced the 
production of reactive oxygen species. This study underlines the necessity to consider non-toxic 
doses of SPIONs, the type of functionalization, and its effect in inducing the adsorption of 
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proteins useful for biomedical purposes (opsonins or dysopsonins), when optimizing the 
efficiency of a nanovector in attacking the target cells. It is also clear that maximum doses must 
be determined of each SPION used. 
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CHAPITRE 7 DISCUSSION GÉNÉRALE 
7.1 Le choix du modèle cellulaire 
L’étude in vitro de l’interaction des nanoparticules avec l’épithélium alvéolaire nécessite la mise 
au point de méthodologies fiables, prédictives et reproductibles, adaptées aux nanoparticules. Les 
conditions expérimentales définies ainsi que le modèle cellulaire choisi, doivent pouvoir être 
prédictifs d’une exposition réelle chez l’homme. Bien qu’intéressante, l’utilisation de cultures 
primaires d’épithéliums respiratoires pose des problèmes de reproductibilité et de stabilité. Par 
ailleurs, la paroi alvéolaire est composée de plusieurs types cellulaires aux caractéristiques 
spécifiques et aux proportions variables. Il est donc important de choisir la lignée cellulaire la 
plus proche possible des cellules primaires et suffisamment représentative des types cellulaires 
rencontrés dans les alvéoles. Plusieurs lignées cellulaires d’épithélium respiratoire humain ont été 
développées (Sakagami, 2006). Parmi celles-ci, nous avons choisi la lignée cellulaire A549, une 
lignée cellulaire d’épithélium alvéolaire humain. Elles ont été isolées, immortalisées et 
caractérisées par l’équipe du Dr Giard (Giard et al., 1973). Elle a été obtenue de l’American Type 
Culture Collection (ATCC, 2009). In vitro, les cellules A549 se développent sous forme de 
cellules monocouches adhérentes. La lignée cellulaire A549 est largement utilisée comme modèle 
in vitro des pneumocytes de type II pour le métabolisme des médicaments. Les pneumocytes II 
représentent 60 % des cellules du revêtement alvéolaire mais occupent seulement 7 % de la 
surface alvéolaire. 
 
Figure 7-1: Localisation et observation microscopique des pneumocytes II : Organisation 
cellulaire des alvéoles (SIMON-DECKERS, 2008). 
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Les cellules sont maintenues et cultivées dans du milieu DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium: Nutrient Mixture / F-12) additionné de 10 % (Vol/Vol) de sérum de bovin fœtal, de 2 
mM de L-glutamine, de 50 UI.mL-1de pénicilline et 50 μg.mL-1 de streptomycine. Elles sont 
incubées dans une étuve à 37 °C en atmosphère humide contrôlée à 5 % de CO2. Des repiquages 
sont réalisés à l’aide d’une solution de trypsine 0,05% EDTA, deux fois par semaine lorsqu’elles 
atteignent 80 % de confluence. 
 
7.2 Les nanoparticules superparamagnetiques d’oxyde de fer 
fonctionnalisées comme vecteurs de molécules dans les voies 
respiratoires 
 
L’évaluation du potentiel d’une nanoparticule comme vecteur, revient à étudier son interaction 
avec les cellules de l’organisme, sa capacité à délivrer une molécule d’intérêt, et sa potentielle 
toxicité sur l’organisme. Cela revient donc à comprendre les mécanismes d’interaction des 
nanoparticules avec l’environnement biologique. Ces mécanismes dépendent du type 
d’environnement biologique (cellule, sang, muqueuses, etc.) et des propriétés physico-chimiques 
de chaque nanoparticule. En effet une nanoparticule est définie par un ensemble de 
caractéristiques physico-chimiques (taille, forme, propriétés de surface, charge, composition, 
etc.), chacune susceptible d’influencer significativement ses mécanismes d’interaction avec 
l’environnement. De plus, comprendre l’influence de ces caractéristiques sur le comportement 
des nanovecteurs permettrait de concevoir des vecteurs de plus en plus performants, adaptés aux 
spécificités de chaque type d’application (ciblage, type d’application, mode d’administration…). 
Des nanoparticules superparamagnetiques d’oxyde de fer sont bien caractérisées et ont été 
utilisées avec succès comme vecteurs dans de nombreuses applications: cancer (Kayal & 
Ramanujan, 2010), arthrite (Butoescu et al., 2009). Cependant, les mécanismes impliqués dans 
l’interaction moléculaire et cellulaire restent mal compris. L’intérêt de ce travail est donc de 
comprendre ces mécanismes et l’importance des caractéristiques physico-chimiques dans ceux-ci. 
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7.3 Preuve du concept du nanovecteur à base de SPIONs 
Les résultats que nous avons obtenus et publiés en 2012 d'un essai in vitro de la livraison du 
monoxyde d’azote (NO) aux cellules A549 grâce aux SPIONs,  fournissent la preuve de notre 
concept du développement d'une nouvelle génération de nanovecteur à base de SPIONs. 
Brièvement, nous avons synthétisé des nanoparticules de SPIONs revêtues d’une première 
couche de silice et d’une deuxième couche comportant un groupement thiol -SH que nous 
pouvons dénoter (Fe3O4@silice(-SH)). Ces nanoparticules agissent comme de grands réservoirs 
de stockage du NO. Comme l’illustre la preuve de concept à l’annexe B. 
L'ajout des groupes NO, en transformant les groupes SH en –SNO, se produit par la réaction des 
groupes fonctionnels -SH avec le nitrite de t-butyle. La Figure sur la courbe de libération du NO 
en l’annexe B montre que le NO peut être délivré avec une sortie durable jusqu'à 50 h. 
Ces nanoparticules permettent une amélioration de la biocompatibilité avec le NO libéré tout en 
permettant l'accumulation intracellulaire attribuée à leur petite taille ( voir annexe B). 
Nous avons pu démontrer que les SPIONs fonctionnalisées peuvent être utilisées comme 
nanovecteurs. Ces nanostructures hybrides, avec des noyaux superparamagnétiques, ont un grand 
potentiel d'application dans le ciblage par champ magnétique, l'imagerie par résonance 
magnétique, et l'hyperthermie. 
7.4 L’évaluation de la biocompatibilité  
La biocompatibilité, une notion relative, n’est pas une grandeur mesurable, tout au plus peut-on 
prétendre apprécier la biocompatibilité d’un matériau à travers la comparaison de son 
comportement, dans des circonstances expérimentales, à celui de matériaux dits de référence. 
L’évaluation de tout matériau, matériel ou dispositif destiné à être utilisé chez l’Homme, exige un 
programme d’évaluation structuré. Dans la stratégie globale d’évaluation de la biocompatibilité, 
il faut tenir compte non seulement des caractéristiques et des propriétés (physiques, chimiques, 
mécaniques et morphologiques) des matériaux, mais aussi de la tolérance de ces matériaux. Ces 
propriétés sont appréhendées au cours de l’évaluation biologique in vitro. L’évaluation de la 
réaction biologique doit suivre des procédures normées décrivant la préparation des échantillons,  
la technique d’analyse, l’évaluation ainsi que les éléments d’analyse pertinents à relever. La 
norme européenne EN 30993 (1994) présentée sous le titre général, “Evaluation biologique des 
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dispositifs médicaux” est remplacée par la norme internationale ISO 10993 (AFNOR, 1994; 
ASTM, 1991). Elle comprend 20 parties référencées NF EN ISO 10993-1 à NF EN ISO 10993-
20. Pour démontrer l’absence de toxicité d’un matériau, la cellule peut être considérée comme la 
plus petite unité fonctionnelle susceptible d’en percevoir le potentiel toxique éventuel (Harmand 
et al., 1991). Différents modes d’évaluation, dont le choix est laissé à l’expérimentateur, doivent 
être utilisés pour rechercher ou comparer d’éventuels effets délétères des matériaux ou de leurs 
extraits sur ces cultures cellulaires (Nacey, Horsfall, Delahunt, & Marshall, 1986; Talja, 
Andersson, Ruutu, & Alfthan, 1985). Il est important de garder à l’esprit que l’évaluation de la 
biocompatibilité d’un biomatériau est complexe et nécessite plus ou moins de tests en fonction de 
la nature du matériau, du site futur d’implantation et de la durée d’implantation (NF EN ISO 
10993-1). Malheureusement, toutes les méthodes d’évaluation de la biocompatibilité ont été 
conçues pour les biomatériaux à l’échelle micro- ou macroscopique.  
L’évaluation de la biocompatibilité des NPs nécessite une adaptation des méthodes de 
cytotoxicité existantes ou le développement de nouveaux systèmes d’évaluation. Les NPs 
présentent plusieurs propriétés physico-chimiques uniques telles que les propriétés optiques, 
l'activité catalytique, l'acidité / l’alcalinité, les propriétés magnétiques, la grande capacité 
d'adsorption, qui peuvent créer des interactions imprévisibles avec les composants d’essais de 
toxicité conduisant à une fausse conclusion sur leur toxicité potentielle. Un nombre croissant 
d'études de toxicité de nanoparticules ont généré des données confuses voir même 
contradictoires, et les preuves démontrent que les NPs peuvent interférer avec les composants des 
essais ou des systèmes de détection. En fonction de leur taille et de l'agent de dispersion, les NPs 
vont soit diffuser ou soit sédimenter dans des cellules exposées. De nombreuses études ont déjà 
rapporté l’effet de plusieurs paramètres physico-chimiques comme la taille ou la charge de 
surface des particules sur leur capacité d’interaction moléculaire et cellulaire. Cependant, devant 
la grande disparité des résultats publiés qui sont souvent contradictoires, force est de constater 
qu’il est difficile d’établir des modèles permettant de prédire les propriétés biologiques des NPs. 
Ceci est certainement dû au fait que non seulement il existe encore des paramètres physico-
chimiques non étudiés, jouant un rôle majeur dans l’interaction NP-cellule mais également que 
tous les paramètres agissent de manière synergique. Dans le but de combler ce vide scientifique, 
les travaux de cette thèse sont dévoués à l’étude de l’effet de la modification des propriétés de 
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surface des NPs sur leur potentiel toxique une fois exposées aux milieux physiologiques et aux 
cellules. 
Une approche classique de la vectorisation, grâce aux NPs magnétiques, consisterait à 
fonctionnaliser la NP dans le but de cumuler deux fonctions. Le noyau composé de la magnétite 
permettra de diriger le nanovecteur par un champ magnétique et d’augmenter sa température une 
fois à destination. Le revêtement, quant à lui, permettra de greffer le médicament ou la molécule 
de manière plus stable pour contrôler la quantité et la durée de la livraison. 
Cette approche ne garantit aucunement que le nanovecteur restera biocompatible une fois inhalé 
par le patient et atteindra la cible.  
Le choix des revêtements a été orienté par différents facteurs.  Premièrement l’avantage d'avoir  
une surface enrichie en silice, connues comme biocompatible et métabolisable par l’organisme, et 
la présence des groupements silanol qui peuvent facilement réagir avec des groupements alcools 
et des agents de couplage à base de silane. La présence du SiO2, non seulement produit des 
dispersions qui sont stables dans des solvants non aqueux, mais permet également l'ancrage idéal 
pour des liaisons covalentes des ligands spécifiques (Gupta, A. K. & Gupta, 2005a; Mulvaney, 
Liz-Marzan, Giersig, & Ung, 2000). Deuxièmement, sa synthèse implique peu d’étapes et est 
relativement simple. En bref, la magnétite@acide oléique  (Fe3O4@OA) a été produite par la 
méthode bien connue de la décomposition du Fe(CO) 5 dans l'octyl éther-acide oléique, et 
précipité dans l'éthanol. Lorsqu'il est ajouté au tétraéthoxysilane (TEOS), alcalin, l'acide oléique 
est remplacé par une couche de SiO2, pour donner la magnétite@silice (Fe3O4@SiO2). Une 
exposition supplémentaire à l'ortho-ester silane, N-(2-aminoéthyl)-3-
aminopropyltriméthoxysilane (AEAP3), a donné lieu à la formation d'une deuxième enveloppe, 
pour donner la magnétite@silice@silane (Fe3O4@SiO2@NH2,) (Franca et al., 2013b). Il ne fait 
aucun doute que les noyaux de ces NPs sont des nanocristaux de magnétite. 
Notre approche a consisté à évaluer la biocompatibilité du nanovecteur à chaque étape de sa 
fonctionnalisation. L’évolution de la taille du nanovecteur a été analysée par la microscopie 
électronique à transmission (TEM) et la composition moléculaire réelle de chaque nanoparticule 
a été évaluée et quantifiée par la spectrométrie photoélectronique X (XPS). Pour la première 
étude, nos résultats ont confirmé les quatre revêtements à savoir : Fe3O4@OA, Fe3O4@NH2, 
Fe3O4@SiO2 et Fe3O4@SiO2@NH2. 
114 
Ceci prouve en partie que la fonctionnalisation permet bien d’augmenter la biocompatibilité des 
SPIONs. Nos résultats peuvent être comparés avec d’autres études utilisant des NPs comme des 
nanovecteurs. Il existe différents types de NPs d’oxyde métallique utilisé pour la livraison des 
molécules thérapeutiques. Plusieurs types de nanoparticules d'oxyde de métal ont montré des 
effets toxiques sur la morphologie cellulaire, la fonction mitochondriale, la lyse membranaire 
(par le lactate déshydrogénase (LDH)), la perméabilité de la membrane plasmique et l'apoptose 
après leur exposition aux cellules. Des particules d'oxyde de zinc se sont révélées être les plus 
puissantes. Hussain et al. (Hussain et al., 2005) ont montré des effets toxiques sur la morphologie 
cellulaire, la fonction mitochondriale (3-[4,5-diméthylthiazol-2yl]-2,5-diphényltétrazolium 
(MTT)), une fuite de la lactate déshydrogénase, le niveaux du glutathion réduit (GSH), les 
espèces réactives de l'oxygène (ROS) et le potentiel de la membrane mitochondriale (MMP) 
après exposition des NPs d'Ag aux cellules de foie de rat. Les NPs de Fe3O4 et  TiO2, cependant, 
se sont révélées être beaucoup moins toxiques (Hussain et al., 2005). Il a été observé que la 
viabilité des cellules exposées au SPIONs fonctionnalisés est plus élevée que ceux exposés aux 
SPIONs non fonctionnalisés. Cela peut être dû à une plus faible affinité aux biomolécules (leur 
dénaturation également) et la capacité de changer le milieu environnant. En outre, les charges de 
surface sur les SPIONs fonctionnalisés favorisent moins de sites disponibles pour l’adsorption 
des biomolécules, en comparaison avec les SPIONs fonctionnalisés. 
De plus, ces tests ont montré que la réponse cellulaire dépend également du revêtement.  Nous 
avons montré que le métabolisme cellulaire est plus affecté par les NPs ayant les groupements 
amines à la surface alors que la production de l’interleukine IL-6 est plus affectée par le 
revêtement en monocouche. Ceci peut être expliqué par le fait que la distribution du revêtement 
en monocouche à la surface des NPs n’était pas complète et qu’il existe une interaction avec le 
noyau de la NP composé du Fe3O4 et que l’interaction entre les cellules et les groupements 
amines est différente de celle entre les cellules et la silice. 
Il est maintenant bien connu que la surface des matériaux dans un environnement biologique est 
couverte par des biomolécules (e.g. des protéines) (Cedervall, Lynch, Lindman, et al., 2007; 
Lynch, Dawson, & Linse, 2006). Par conséquent, une réponse cellulaire à un matériau dans un 
milieu de culture cellulaire peut refléter les propriétés des couches de biomolécules adsorbées 
(Lynch & Dawson, 2008). En outre, il a été reconnu que les couches de biomolécules seraient 
capables de définir l'identité biologique des NPs (Mahmoudi et al., 2010). Les oxydes de fer sont 
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souvent chargés négativement dans l'eau en raison de l'adsorption de groupes -OH sur la surface. 
Les charges de surface donnent lieu à un champ électrique, ce qui va attirer les ions de charge 
opposée. La couche de charges de surface et des ions de charge opposée forment la double 
couche électrique (Butt, Graf, & Kappl, 2003). L'attraction du champ électrique est diminuée 
pour les NPs fonctionnalisées due à une réduction de la quantité de la charge de surface (Butt et 
al., 2003). En conséquence, les deux nanoparticules revêtues et non revêtues sont sensibles à 
l'adsorption des protéines mais à des degrés divers. 
Ce phénomène a aussi été observé dans notre étude. Des tests de viabilité cellulaire ont montré 
que la réponse cellulaire aux différents revêtements était bien due à l’interaction spécifique de 
type NPs / milieu de culture. Nos résultats montrent que la réponse à la même NP est différente 
quand cette dernière est suspendue au milieu de culture à court terme (2h) par rapport à la 
suspension à long terme (24h) avant son exposition aux cellules. Ces résultats montrent 
clairement que la cellule est en contact avec le complexe NP-biomolécules et non la NP elle-
même. 
La similitude de nos résultats avec ceux de l’étude publiée par Morteza et al. suggère que 
l’utilisation d’un revêtement de surface sur les NPs permet d’augmenter significativement leur 
biocompatibilité (Mahmoudi, Simchi, Imani, Milani, & Stroeve, 2009). 
 
7.5 Effets de la composition du milieu de culture sur le potentiel 
cytotoxique des nanoparticules superparamagnétiques. 
 
La deuxième partie de notre étude s’est concentrée sur l’effet de la composition des milieux de 
culture sur la capacité d’adsorption des protéines des SPIONs  et leur potentiel toxique. Pour ce 
faire, nous avons utilisé différents milieux de culture enrichis soit avec le sérum organique (FBS) 
contenant des protéines ou le sérum synthétique (SFMS) sans protéines. Actuellement, il existe 
très peu d’équipement spécifique à l’analyse des systèmes nanométriques. Généralement leur 
analyse consiste à adapter les équipements conçus pour des structures micro- ou macrométriques. 
Pour ce qui concerne l’analyse du corona i.e. les protéines adsorbées sur les nano-biomatériaux, 
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deux catégories d’analyse existent. Une catégorie qui analyse le hard et le soft corona et l’autre 
catégorie qui n’analyse que le hard corona.  
Vu que le soft corona est la partie la moins stable de l’absorption des protéines nous avons 
préféré analyser uniquement le hard corona en utilisant le HRTEM, le MALDI TOF-SIMS, FTIR 
et l’assai Bradford. La présence du corona a été confirmée par les quatre techniques utilisées. 
Nous avons choisi la microscopie électronique à transmission à haute résolution (HRTEM) pour 
réaliser une analyse morphologique grâce à l’image spatiale en 2D de l’épaisseur des différentes 
couches du complexe NP-protéines. Le HRTEM couplé à une analyse chimique permet d’accéder 
à la nature des couches et interfaces ou à la distribution d’un élément dans une couche. Pour cet 
effet, nous avons choisi le MALDI TOF-SIMS et le FTIR. 
Le MALDI-TOF SIMS nous permet non seulement d’identifier les protéines du corona mais 
également d’avoir la quantité de chaque protéine adsorbée. Cette technique est plus avantageuse 
que l'électrophorèse en gel de polyacrylamide contenant du laurylsulfate de sodium ou SDS-
PAGE par que nous pouvons faire l’analyse du corona directement sur le SPIONs. Nous n’avons 
pas besoin de l’étape de digestion des protéines, étape essentiel pour l’électrophorèse, qui 
pourrait provoquer un deuxième niveau de changement de conformation. 
Nous avons choisi la spectroscopie infrarouge pour compléter les résultats du MALDI-TOF. 
C’est l'une des plus anciennes techniques expérimentales bien établies pour l'analyse de la 
structure secondaire de polypeptides et de protéines. Elle est pratique, non destructive et nécessite 
moins de préparation de l'échantillon. 
La technique du Bradford nous permet de quantifier les protéines en solution. 
Nos résultats ont montré que la formation du corona réduit considérablement l’agglomération des 
SPIONs en suspension. Ceci est en accord avec des résultats publiés sur la stabilisation des 
suspensions de nanoparticules aqueuses dans l'albumine de sérum bovin (BSA) et le sérum de 
veau fœtal (FCS) pour empêcher l'agglomération (Schulze, 2008 ; Richter et al., 2007) et 
l’utilisation du liquide de lavage broncho-alvéolaire signalé d’être un excellent véhicule dans 
lequel on peut suspendre des nanoparticules même dans une composition réduite avec seulement 
les constituants protéiques / phospholipidiques les plus importants (Sager et al., 2007). 
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En plus, à un stade précoce de l'adsorption, les interactions protéine-NP sont médiées 
différemment d’un milieu de culture à un autre en raison de leur composition différente. Par 
exemple, tandis que le milieu de culture DMEM/F12 induit une plus grande adsorption de 
protéine, le F-12K induit, quant à lui l’adsorption d'une large variété de protéines, ce qui 
démontre que le milieu de culture influe sur les protéines qui sont adsorbées à court terme. Nos 
résultats ont montré que le corona formé autour de nos NPs est constitué des immunoglobulines 
(opsonine, qui favorise l'élimination rapide des particules dans le flux sanguin par le système 
réticulo-endothélial - RES), des apolipoprotéines et de l’albumine (dysopsonine) adsorbée dans le 
milieu avec sérum organique avant même le contact avec les cellules. L’identité des protéines du 
corona régit les interactions NPs/cellules et à leur tour, le futur biologique de ces nanoparticules 
(Mahmoudi, Rahman, Laurent, Tawil, & Yahia, 2013). L'adsorption en quantité élevée d’une 
protéine spécifique à la surface des particules peut déclencher des processus biologiques 
fondamentaux comme l’internalisation, l'activation des voies de signalisation cellulaire. C’est 
ainsi que le revêtement des NPs avec les protéines opsonines, va stimuler leur phagocytose. 
L’immunoglobuline (protéine opsonisante) donc l’adsorption est favorisée dans le milieu F-12K 
dans notre étude, pourrait favoriser l’internalisation de la NP si elle est en plus grande quantité 
que l’albumine (dysopsonisante). Il faut noter que, dans certains cas, la reconnaissance de 
nanoparticules par les phagocytes peut être médiée par la coopération de plusieurs opsonines. En 
outre, les cinétiques d'association et de dissociation nanoparticule-protéine ainsi que l'échange 
simultané des protéines liées avec des protéines «libres» dans le fluide environnant, peuvent 
également influencer les interactions avec les surfaces des nanoparticules et des récepteurs 
biologiques. En utilisant des NPs de silice (SiO2), Lesniak et al. ont observé comment l'absence et 
la présence du corona modifie le destin biologique de la même particule (Lesniak et al., 2012). Le 
terme «destin biologique» fait référence à la localisation subcellulaire de nanoparticules. Les NPs 
sans corona ont été beaucoup plus internalisées par les cellules humaines et ont plus fortement 
adhéré à la membrane de la cellule par rapport à celles avec un corona. Les NPs sans corona ont 
été retrouvées dans les vésicules et les lysosomes, et aussi comme particules libres dans le cytosol 
et comme agrégats à proximité de la membrane plasmique. Les NPs avec un corona, quant à 
elles, ont été retrouvées dans des vésicules le long de la voie endolysosomale. Ce même groupe a 
révélé que l'identité du corona est déterminée par l'environnement dans lequel les NPs se sont 
retrouvées. Les particules récupérées post-exposition cellulaire ont révélé une composition de 
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corona très différentes. Pour les NPs exposées aux cellules dans le milieu contenant du sérum 
(présence du corona), les principaux éléments du corona sont des protéines du sérum des 
immunoglobulines, des protéines du complément et les apolipoprotéines, tandis que dans le 
milieu sans sérum, les protéines les plus abondantes sont les protéines cytosoliques, les 
composants du cytosquelette et les protéines associées à la membrane cellulaire (Lesniak et al., 
2012). 
Dans la plus part des cas, les protéines peuvent subir des changements de conformation et / ou 
d’orientation lors de leur liaison aux nanoparticules et ceci peut aussi affecter leurs destins 
biologiques (Gunawan et al., 2014). Ces changements de conformation sont souvent induites par 
les propriétés physico-chimiques des nanoparticules (charge de surface, courbure et la forme), 
tandis que dans d’autres cas, les phénomènes peuvent être dus exclusivement aux caractéristiques 
intrinsèques des protéines et / ou aux protéines adjacentes dans le corona. Les changements 
structurels de protéines ont été observés sur les NPs d'oxyde de cérium biologiquement actives 
(CeO2). 
Plusieurs recherches ont montré que la cytotoxicité des nanoparticules est induite par la libération 
d'ions ou l’adsorption des protéines (ayant changé de conformation), ou encore la production des 
espèces réactives de l'oxygène (ROS) (Horie, Nishio, Fujita, Kato, et al., 2009). Il a été rapporté 
que la cytotoxicité des composés de Ni et de Zn est induite par les ions métalliques libérés. Les 
particules ultrafines de NiO et de ZnO ont libéré les ions Ni2+  et Zn2+  dans le DMEM/FBS, 
respectivement. Cependant, les NPs de TiO2 (dont l'effet cytotoxique a été réduit par un 
traitement de préadsorption de protéine), n'a pas libération d'ions dans le DMEM/FBS. En outre, 
puisque le NiO, ayant reçu le même traitement de préadsorption de protéine, a montré une 
tendance à la réduction de la cytotoxicité, la cytotoxicité des particules de NiO a été attribuée 
dans non seulement la libération d'ions, mais aussi l'adsorption des protéines. Certaines 
recherches ont rapporté que les espèces réactives de l'oxygène (ROS) (Jeong, Oh, Kim, & Jang, 
2011; Petushkov, Intra, Graham, Larsen, & Salem, 2009) ont été impliquées dans la cytotoxicité 
des particules d'oxyde de métal ultrafines. Selon nos résultats de viabilité cellulaire, nos SPIONs 
ne possèdent pas de potentiel toxique aux différentes concentrations exposées. Nous n’avons pas 
relevé une production d’espèces réactives d’oxygène in vitro quelque soit la concentration 




7.6 Effet de la fonctionnalisation des nanoparticules d'oxyde de fer 
superparamagnétique sur les réponses des cellules épithéliales 
alvéolaires  
La troisième partie de notre projet a visé l’exploration de la fonctionnalisation des SPIONs sur 
les réponses cellulaires. Dans la plupart des cas, on distingue trois groupes de nanoparticules 
superparamagnetique d’oxyde de fer: (i) les SPIONs non modifiées i.e. non revêtues présentant 
un maximum de souplesse et pouvant ensuite être modifiées, (ii) les SPIONs avec une 
modification chimique spécifique de surface avec du dextran, PEG, des groupes carboxyles ou 
amines permettant la fonctionnalisation avec d'autres molécules, et (iii) les SPIONs avec des 
substances spécifiques ou des groupes de reconnaissance, où les molécules liées sont des produits 
pharmaceutiques, des anticorps ou d'autres substances médicamenteuses (Dufort, Sancey, & Coll, 
2012). 
Dans cette partie du projet, nous avons synthétisé des NPs possédant différentes compositions 
chimiques de surface. La première NP est le SPION sans revêtement, la deuxième a un 
revêtement composé de groupement amine (NH2) à la surface et la troisième un revêtement 
composé de groupement carboxylique (COOH) à la surface. 
 
 
Figure 7-2: Illustration de la composition de surface de nos SPIONs 
Dans les applications biologiques, les nanoparticules avec un revêtement ont des avantages 
majeurs sur les nanoparticules simples, conduisant à l'amélioration des propriétés telles que (i) la 
réduction de l'agglomération des SPIONs dans un milieu biologique; (ii) l’augmentation de la 
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dispersion, la cyto-compatibilité biologique;  (iii) une meilleure conjugaison avec d'autres 
molécules bioactives, (iv) une plus grande stabilité thermique et chimique, (iv) la prévention de 
l'opsonisation de SPIONs; (v) la biocompatibilité des SPIONs et ainsi de suite (Mahmoudi, Sant, 
et al., 2011; Sounderya & Zhang, 2008). 
Nos résultats ont montré une bonne dispersion, une réduction de l'agglomération des SPIONs 
dans le milieu de culture cellulaire. Différents tests colorimétriques d’évaluation de la viabilité 
cellulaire ont été vérifiés et utilisés sur des cellules exposées pendant 24h aux nanoparticules.  
Nos résultats ont montré que le potentiel toxique de nos NPs dépend de deux principaux 
facteurs : la concentration de la NP et le type de revêtement de surface. En fait, l’activité 
mitochondriale, le métabolisme cellulaire et la viabilité cellulaire diminue lorsque la 
concentration des NPs augmente. Les NPs sans revêtement sont plus toxiques que les 
nanoparticules fonctionnalisées et les NPs avec les groupements carboxyliques (COOH) sont 
moins toxiques que les NPs avec les groupements amine (NH2). Afin d'être utilisées pour des 
applications biomédicales sécuritaires et haut rendement, nos SPIONs doivent présenter un 
revêtement continu. Afin de satisfaire à cette exigence, plusieurs revêtements organiques et 
inorganiques sont proposés dans la littérature. Ces revêtements comprennent le polyéthylène 
glycol, le polyéthylène glycol fumarate, l'alcool polyvinylique, des revêtements à base de 
polysaccharides, les polyesters synthétiques, l'alginate, le chitosane etc (Laurent, Dutz, Hafeli, & 
Mahmoudi, 2011). 
 
7.7 Défis à relever lors des études de la formation du corona et 
l'exploitation de ce phénomène 
 
La formation du corona, déjà thermodynamiquement et cinétiquement complexe, peut être encore 
compliquée par d'autres facteurs inadvertants autres que les propriétés physico-chimiques 
intrinsèques de la particule déjà discutées et les caractéristiques du milieu biologique en 
suspension. Pour des nanoparticules ayant des propriétés de surface identiques, l’identité des 
protéines du corona formé peut être différente tout  simplement à cause de la variation des 
échantillons du milieu biologique spécifique utilisé. Un bon exemple est donné par le sérum 
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sanguin, donc la composition exacte varie d'un individu à un autre et même chez le même 
individu au cours de la journée, ce qui entraîne des variations dynamiques de la composition et de 
la structure des protéines adsorbées entre les individus décrites par l’effet vroman (Maiorano et 
al., 2010; Muthusamy et al., 2005). De plus, même de petites modifications dans les techniques 
de caractérisation du corona, telles que des étapes de lavage et la vitesse de centrifugation, 
peuvent entraîner des problèmes de reproductibilité (Hamad-Schifferli, 2013). Pour remédier à 
ces difficultés, un certain nombre d'efforts de recherche ont été dirigés vers la prédiction de 
l’adsorption des acides aminés sur des nanoparticules ou en d'autres termes, pour prédire la 
tendance générale d’adsorption des protéines spécifiques sur les nanoparticules spécifiques. La 
quantification prédictive des interactions acide-aminé nanoparticules, appelée l'indice 
d'adsorption de surface biologique (BSAI), décrit les interactions moléculaires entre les groupes 
chimiques de surface des nanoparticules et les résidus d'acides aminés des protéines (Xia, X. R., 
Monteiro-Riviere, & Riviere, 2010). Un ensemble de descripteurs moléculaires et nanométriques 
a été déterminé pour une gamme de molécules et des nanomatériaux, respectivement, avec celle-
ci allant de nanotubes de carbone au dioxyde de titane. Les descripteurs moléculaires et 
nanométriques ont été quantifiés sur la base des cinq forces fondamentales qui régissent les 
interactions moléculaires dans un environnement biologique: (1) la force de Coulomb (le 
potentiel zêta des particules chargées), (2) la dispersion de London (hydrophobicité), (3) de 
liaisons hydrogène acidité et basicité, (4) la polarité / polarisabilité et (5) des paires électrons 
solitaires (Xia, X. R. et al., 2011; Xia, X. R. et al., 2010) . 
Un autre phénomène difficile dans les études du corona  est le changement éventuel des 
propriétés physico-chimiques des nanoparticules, qui doit être pris en compte d’un lot à un autre 
(Franca et al., 2013b) et lors de l'exécution dans l'extrapolation in vitro - in vivo du comportement 
des particules dans l'environnement biologique. Les différentes voies d'exposition des 
nanoparticules chez les humains peuvent également entraîner des modifications inattendues sur 
les caractéristiques des particules, et affecter par conséquent le corona formé et leurs destins 
biologiques (Johnston, Brown, Kermanizadeh, Gubbins, & Stone, 2012). 
7.8 Contamination et stérilisation 
Les nanomatériaux, en raison de la nature hautement réactive de leur surface, peuvent adsorber 
de nombreuses molécules du milieu environnent, pour réduire l'énergie libre de surface. Par 
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conséquent, les contaminants non intentionnels peuvent être introduits sur la surface des 
nanomatériaux par adsorption de l'air ou des composés de la solution de suspension (Jones & 
Grainger, 2009). L’endotoxine est parmi les molécules qui peuvent se lier aux nanomatériaux. 
L'endotoxine est susceptible d'adsorber sur des surfaces hydrophobes grâce à son fragment 
lipidique, alors que les groupements phosphate permettent de se lier à des surfaces chargées 
positivement. De ce fait, l'endotoxine est en théorie capable de s’adsorber à tous les types de 
surfaces (Gorbet & Sefton, 2005; Jones & Grainger, 2009). L'endotoxine ou lipopolysaccharide 
(LPS) est une molécule de la membrane externe des bactéries Gram-négatives, qui est un élément 
important dans l’habileté des bactéries à causer des maladies. L'endotoxine est constitué d'une 
partie polysaccharide et d'une partie lipidique, appelée lipide A, responsable de sa toxicité. 
L’évaluation de Yang Li sur un certain nombre de nanomatériaux commerciaux a montré que la 
plupart d'entre eux sont contaminés par l'endotoxine. Son équipe a également montré que des lots 
différents d'un même nanomatériau synthétisé dans le même laboratoire montrent différents 
niveaux de contamination d'endotoxine selon la propreté de la procédure de synthèse (Oostingh et 
al., 2011; Yang, L., 2014). Certaines recherches ont déjà abordé l'effet de l'endotoxine sur les 
nanoparticules. Une co-administration d'endotoxine par Inoue et al. a favoriser les effets 
secondaires des nanoparticules manufacturées sur la fonction pulmonaire à la fois in vitro et in 
vivo (Inoue et al., 2006). Les effets biologiques des endotoxines peuvent alors masquer ou 
interférer avec les véritables effets biologiques des nanomatériaux. 
L’essai RPT (rabbit pyrogen test) et l’essai LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) sont des 
méthodes de détection d'endotoxines les plus couramment utilisées qui sont approuvées par la 
FDA et acceptées par presque tous les pays. Toutefois, en raison du coût élevé et à un long délai 
d'exécution de l'essai RPT (et l'utilisation des animaux), la méthode la plus populaire de détection 
des endotoxines reste l‘essai LAL qui fournit une évaluation rapide, sensible et spécifique. 
Il est important d'être conscient que l'endotoxine ne peut pas être éliminée par la stérilisation. 
Pour l'obtention d'une préparation de nanomatériaux sans endotoxine, toutes les procédures 
doivent être effectuées avec des réactifs et la verrerie non contaminés. Le moyen le plus efficace 
de détruire l’endotoxine est l’incinération obtenue par exemple par chauffage à sec à des 
températures élevées (180 °C pendant 3 h ou 250 °C pendant 30 min) (Vallhov et al., 2006). 
Cette méthode ne peut pas être utilisée pour le traitement de la plupart des nanomatériaux une 
fois synthétisés, à cause d’une possible modification des caractéristiques physico-chimiques de 
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surface. Par conséquent, la meilleure façon d'avoir un taux négligeable d’endotoxine ou les 
nanomatériaux non contaminés est de prendre des précautions lors des procédés de synthèse. 
Les études nanotoxicologiques devraient prendre en considération la présence de contaminants 
bioactifs indésirables, dont l'endotoxine bactérienne est la plus fréquente et abondante. Cela 
permettrait d'éviter une mauvaise interprétation des résultats expérimentaux et l’attribution 
erronée à des nanoparticules des effets toxiques qui peuvent être entièrement attribuables à des 
contaminants. À cette fin, non seulement les biologistes / toxicologues devraient être conscient 
du danger et concevoir/exécuter adéquatement leurs  expériences, mais les chimistes devraient 
concevoir des procédés de synthèse de manière à éviter toute contamination. 
Il est nécessaire de stériliser les dispositifs médicaux en général après leur fabrication afin de 
prévenir une contamination bactérienne. Les méthodes conventionnelles de stérilisation utilisent 
la chaleur, les agents chimiques et les radiations ionisantes. La stérilisation à haute température se 
présente sous la forme de chaleur humide (autoclave), chaleur sèche (étuve) ou d’incinération. 
Les agents chimiques de stérilisation pour les biomatériaux sont le peroxyde d’hydrogène H2O2, 
le formaldéhyde CH2O, l’acide peracétique, et l’oxyde d’éthylène (CH2)2O). Parmi eux, l’oxyde 
d’éthylène est le plus utilisé. Les radiations ionisantes sont les rayons γ, les électrons, le rayon 
UV. La stérilisation à la chaleur est effectuée à des températures élevées et peut entraîner une 
dégradation des biomatériaux en général et des nanomatériaux fonctionnalisés en particulier.  La 
stérilisation à l'oxyde d'éthylène nécessite une quarantaine et produit des résidus toxiques. Il 
existe actuellement des alternatives comme la stérilisation au plasma ou à l’ozone. Cependant, 
aucun des procédés de stérilisation n’est idéal, i.e. sans dégradations structurelles, en ce qui 
concerne les nanomatériaux. Certains chercheurs ont suggéré qu’un traitement antibiotique 
pourrait être un procédé pratique et efficace pour stériliser les biomatériaux ou alors l’utilisation 
d’un filtre dans le cas des nanomatériaux. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES  
 
Ce projet rapporte l’étude des mécanismes d’interaction des nanoparticules 
superparamagnetiques d’oxyde de fer, avec les cellules épithéliales alvéolaires, et permet d’en 
comprendre les implications sur leur potentiel comme système de délivrance de molécules dans 
les voies respiratoires. Pour ce faire, nous avons exploré la biocompatibilité, le phénomène 
d’adsorption des protéines et l’effet de la fonctionnalisation. Les études de biocompatibilité ont 
montré que ces nanoparticules ne sont pas toxiques à faible concentration sur les cellules A549, 
dans nos conditions expérimentales. Cependant, à forte concentration, les NPs sans revêtement 
sont plus toxiques que celles avec un revêtement. De plus, le revêtement avec un groupement 
amine, ayant une charge de surface positive, est plus toxique que celui avec un revêtement 
carboxylique, ayant une charge de surface négative. Ces études montrent par ailleurs 
l’importance des conditions expérimentales et notamment le choix du milieu de culture, la 
présence de sérum dans le milieu de culture lors de l’étude de la toxicité des nanoparticules. Par 
ailleurs, elles soulignent l’importance de mieux adapter les tests de toxicité traditionnels à l’étude 
de la biocompatibilité, en prenant en compte des caractéristiques physico-chimiques des 
nanoparticules.  
De nombreuses questions restent encore non résolues sur les mécanismes de toxicité des NPs. Il 
est important de savoir si les NPs réduisent le métabolisme, la prolifération et la  viabilité 
cellulaire à cause de la production des ions, ou l’adsorption des protéines ou encore la production 
des ROS. Dans notre cas, nos NPs ne produisent pas les ROS dans les milieux de culture 
utilisées. Nous convenons plus à l’influence de l’adsorption des protéines sur le potentiel toxique 
de nos NPs puisque l’analyse des ions par spectrométrie de masse couplée à un plasma inductif 
(ICP-MS) n’a pas donné des quantités détectables. 
L’effet de l’adsorption des protéines sur les NPs a été étudié en comparant trois milieux de 
culture cellulaire enrichis avec soit un sérum organique soit un sérum synthétique. Nous avons 
observé que la formation du corona présentait en même temps des avantages tels que la réduction 
de l’agglomération des NPs, l’augmentation de la dispersion des NPs dans les différents milieux, 
ce qui pourrait réduire le potentiel toxique in vitro et in vivo, la prévention de l'opsonisation de 
SPIONs quand les protéines qui inhibent la phagocytoses sont adsorbées et les désavantages 
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lorsque les protéines opsonines s’adsorbent, ce qui pourrait conduire à l'élimination rapide des 
particules dans le flux sanguin par le système du réticulum endothélial. L’identité et la quantité 
des protéines adsorbées dépendent de la composition de la surface et de la composition du milieu 
physiologique. Une connaissance approfondie de la formation du corona et de leurs effets sur les 
interactions de nanoparticules et du système biologique devrait être intégrée comme facteur pour 
ajuster les propriétés physico-chimiques telles que la composition chimique, la taille, la forme et 
la surface des nanoparticules pour une liaison préférentielle de groupes de protéines spécifiques. 
Pour une application clinique, la liaison des groupes «appropriés» de protéines facilitera les 
réponses biologiques souhaitables à l'égard des nanoparticules, sous formes de récepteur 
spécifique pour la délivrance ciblée, pour une circulation in vivo plus longue, l'activation de la 
réponse immunitaire, la récupération de biomolécules pathologiques et aussi important, 
l'atténuation des effets cytotoxiques involontaires de nanoparticules. Bien que beaucoup ait été 
révélé sur l'existence et les effets biologiques du corona, à ce jour, il y a encore des obstacles à 
surmonter en ce qui concerne la caractérisation du corona, en raison de la nature complexe et 
dynamique de la formation de cette dernière. Mis à part les effets entrelacés des propriétés 
physico-chimiques des nanoparticules ainsi que les caractéristiques de fluide biologique sur la 
formation de corona, même de légers changements dans les méthodes expérimentales peuvent 
entraîner des variations importantes de la composition du corona formé, qui à son tour peut 
conduire à une altération des réponses biologiques. Néanmoins, la découverte du corona et ses 
effets sur les destins biologiques des nanoparticules donne un avantage considérable à 
l’ingénierie des nanostructures pour des fonctions biologiques spécifiques. 
Enfin, l’effet de la fonctionnalisation des NPs montre que le revêtement réduit le potentiel 
toxique de ces dernières. La charge de surface influence l’identité des protéines adsorbées et 
ensuite la réponse cellulaire. 
Pour compléter l’étude que nous avons réalisée sur la toxicité des NPs sans et avec revêtement, 
un revêtement continu permettrait de valider notre approche de formulation des NPs. Pour ce 
faire, il serait nécessaire avant tout de modifier légèrement la formulation du vecteur pour éviter 
l’exposition du noyau composé de l’oxyde de fer et son interaction directe avec le milieu 
physiologique et de ce fait avec les cellules. Pour cela, il est possible d’ajouter une couche de 
polymère comme le PEG avant de lier les groupements amine ou carboxylique.  
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Les SPIONs présentent certains avantages quant à leur interaction avec les cellules et leur 
possibilité de fonctionnalisation. Comme nous l’avons montré, il est possible de leur greffer des 
molécules thérapeutiques. De plus la formulation de leur revêtement peut être modifiée pour leur 
conférer certaines propriétés spécifiques (charge) qui leur permettra d’avoir plus d’affinité à 




Pour la suite de ce projet, nous avons quelques recommandations : 
1. Validation par des essais in vivo sur un modèle animal (type nanotoxicité par inhalation) 
ou dans un modèle ex-vivo pour étudier l’effet Vroman. 
2. Modélisation, type QNAR, pour prédire l’adsorption des protéines. Il existe notamment 
un type de modèle appelé QSAR (Quantitative structure-activity relationship) permettant de 
prédire l'effet ou le comportement d'une molécule d'après sa structure chimique. Fourches et ses 
collaborateurs (Fourches, Pu, & Tropsha, 2011) ont mise en place un model analogue appliqué 
aux nanoparticules magnétiques qu’il dénomme QNAR (quantitative nanostructures Activity 
Relationship) qui pourrait être utile pour la prévision des profils d'activité de nouvelles 
nanoparticules magnétiques uniquement à partir de descripteurs représentatifs. 
3. Mesure des ROS : trouver des méthodes de quantification des principaux ROS. 
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ANNEXE A : Composition des milieux de culture et Composition du sérum 
bovin fœtal 
 










Calcium Chloride (CaCl2) 0.0333 0.1167 0.2000 
Cupric Sulfate • 5H2O (CuSO4-5H2O) 0.0000025 0.0000013 0 
Ferrous Sulfate • 7H2O (FeSO4-7H2O) 0.000834 0.000417 0 
Magnesium Chloride (MgCl2) 0.0576 0.0286 0 
Potassium Chloride  (KCl) 0.224 0.3118 0.400 
Sodium Bicarbonate  (NaHCO3) 1.176 1.2 1.5000 
Sodium Chloride  (NaCl) 7.599 6.995 6.400 
Sodium Phosphate Dibasic (anhydrous) (Na2HPO4) 0.14204 0.071 0 
Zinc Sulfate • 7H2O  (ZnSO4-7H2O) 0.000863 0.000430 0 
Ferric nitrate (Fe(NO3)3-9H20) (Fe(NO3)3-9H20) 0 0.00005 0.00010 
Magnesium sulfate (MgSO4)  0.0488 0.0977 
Sodium phosphate, mono. (NaH2PO4-H20) 0 0.0625 0.125 
Amino Acids 
L-Alanine  0.009 0.00445 0 
L-Arginine • HCl  0.211 0.1475 0.08 
L-Asparagine • H2O  0.01501 0.0075 0 
L-Aspartic Acid  0.0133 0.00665 0 
L-Cysteine • HCl • H2O  0.035 0.01756 0.06260 
L-Glutamic Acid  0.0147 0.00735 0 
L-Glutamine  0 0 0.05847 
Glycine  0.00751 0.01875 0.030 
L-Histidine • 3HCl • H2O  0.02096 0.03148 0.042 
L-Isoleucine  0.00394 0.05447 0.105 
L-Leucine  0.0131 0.059 0.105 
L-Lysine • HCl  0.0365 0.09125 0.146 
L-Methionine  0.00448 0.01724 0.030 
L-Phenylalanine  0.00496 0.03548 0.066 
L-Proline  0.0345 0.01725 0 
L-Serine  0.0105 0.02625 0.042 
L-Threonine  0.0119 0.05345 0.095 
L-Tryptophan  0.00204 0.00902 0.016 
L-Tyrosine • 2Na • 2H2O  0.00778 0.03870 0.10379 
L-Valine  0.0117 0.05285 0.094 
L-Cystine 0 0.024 0 
Vitamins 
D-Biotin  0.0000073 0 0 
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Choline Chloride  0.01396 0.00898 0.00400 
Folic Acid  0.00132 0.00265 0.00400 
myo-Inositol  0.018 0 0.007 
Niacinamide  0.000037 0.00202 0.00400 
D-Pantothenic Acid (hemicalcium)  0.00048 0 0.00400 
Pyridoxine • HCl  0.000062 0.00200 0.000400 
Riboflavin  0.000038 0.0000219 0.00040 
Thiamine • HCl  0.00034 0.00217 0.00400 
Vitamin B12  0.00136 0.00068 0 
Biotin 0 0.0000035 0 




D-Glucose  1.802 3.151 4.500 
Hypoxanthine  0.00408 0.00205 0 
Linoleic Acid  0.000084 0.000042 0 
Phenol Red • Na  0.0013 0.0081 0.0015 
Putrescine • HCl  0.000161 0.000081 0 
Pyruvic Acid • Na  0.11 0 0 
Thioctic Acid  0.00021 0 0 
Thymidine  0.00073 0 0 



























Image TEM de Fe3O4@silice(SH) et de Fe3O4@silice(-SNO) (a, b). Schéma de l'oxyde nitrique 
greffé montrant le protocole de transformer des groupes fonctionnels SH au groupement  -SNO 
(c). (Zhang, X. F. et al., 2012b). 
 
L'évaluation quantitative de la libération de NO des NPs  Fe3O4@ silice (-SNO) dans la solution 




Images de la microscopie par fluorescence de la détection du NO de 10 ug / mL de nanoparticules 
Fe3O4@ silice (-SNO) dans les cellules A549 avec des temps différents d'incubation de 3h (a, b), 
24h (c, d) et 48 h (e, f). Des images de la détection du NO des cellules sans nanoparticules après 
une incubation de 3h (g, h), 24 h (i, j), et 48 h (k, l) (Zhang, X. F. et al., 2012b).  
